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POLIMER BAZLI DOKU iSKELESI GELISTIRME VE IN-VITRO
PERFORMANS CALISMALARI
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2020, 62 Sayfa

Juri
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_ Dog. Dr. Nadir KOCAK
Dr. Ogr. Uyesi Suray PEHLIVANOGLU

Doku miihendisligi ¢aligmalari, son yillarda doku nakli problemlerine alternatif olusturmak igin,
viicut hasarin1 yenileyebilen yapay dokular olusturma caligmalarina odaklanmistir. Dogal ve sentetik
nanofiberler, periferik noral lezyonlar dahil olmak Uzere bir¢ok lezyon tipinin onariminda basariyla
kullanilmaktadir.

Bu tez ¢aligmasinin temel amaci, elektroegirme yontemiyle biyoaktif nanofiberler gelistirmek ve
noral doku miihendisliginde potansiyel kullanimlar1 agisindan sigan feokromositoma hiicreleri (PC12)
tizerindeki performanslarini in vitro olarak incelemektir. Bu c¢alismada, nanofiber = materyalleri
sentezlendikten sonra, belirlenen optimum sartlarda, elektroegirme yontemiyle li¢ farkli nanofiber elde
edilmistir: biyobozunur poli-g-kaprolakton (PCL) nanofiberler, hibrit PCL (%70) ve biyoaktif cam (%30)
(PCL/BC) nanofiberler ve hibrit nanofiberlere B12 vitamini ilavesiyle elde edilen (PCL/BC) -B12
nanofiberler. Hibrit biyomateryallerin sentezinde sol-jel yontemi kullanilmistir. Elde edilen nanofiberlerin
karakterizasyonu, taramali elektron mikroskobu (SEM), enerji dagilimli x-1sinlar1 spektroskopisi (EDX)
ve Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (FT-IR) ile yapildi. Bu fiberlerin, biyouyumluluklarini test
etmek icin L929 fibroblastik hiicreler ve PC12 hiicreleri ile hiicre canlilik testleri yapildi. Sinir bitylime
faktorii (NGF) tarafindan indiiklenen PC12 hiicrelerinin hiicresel farklilagmasi, bu hiicrelerin morfolojik
modifikasyonu ile belirlendi. PC12 hiicre farklilagmasi i¢in hiicre basima noérit ve norit uzunlugu NGF
konsantrasyonuna gore degerlendiridi. NGF-Elisa testi sonuglari, PCI12 hiicrelerinin farklilasmasinin
NGF konsantrasyonuna bagli oldugunu gosterdi. En uzun ndritlerin, yiiksek NGF konsantrasyonunda
(100 ng/mL) elde edildigi gézlemlendi. Son olarak, Uretilen ¢ nanofiber icin NGF'nin kontrollii salim
testi yapildi ve her (¢ fiberde de, NGF enjeksiyonundan sonraki ilk on dakika icerisinde sinir blyiime
faktorii salimimi  yetenegi gozlemlendi. B12 vitamini iceren  hibrit nanofiberlerin, 16 saatlik
inkiibasyondan sonra en iyi sinir biiylime faktorii salimmina sahip oldugu belirlendi.

Calisilan nanofiberlerin toksik olmamalari, hiicre proliferasyonunu desteklemeleri ve sinir
biiylime faktorii salinimi yetenekleri, bu nanofiberlerin periferik sinir lezyonlarmin rejenerasyonunda
doku iskelesi olarak dnemli bir rol oynayabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyoaktif cam, B12 vitamini, elektroegirme yontemi, PC12 hiicre hatti,
periferik sinir hasari, poli-e-kaprolakton, sinir blytime faktord.
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Tissue engineering studies have focused on creating artificial tissues that can renew body
damage in order to create an alternative to tissue transplant problems in recent years. Natural and
synthetic nanofibers are successfully used in the repair of many types of damage, including peripheral
neural damage.

The main objective of this thesis study is to develop bioactive nanofibers by electrospinning
method and to examine their performances on rat pheochromocytoma cells (PC12) for their potential use
in the engineering of neuronal tissues. In this study, after the biomaterials were synthesized, three
different nanofibers were obtained by the electrospinning method under determined optimal conditions:
biodegradable poly-g-caprolactone (PCL) nanofibers, PCL hybrids (70%) and glass bioactive (30%)
(PCL/BC) and (PCL/BC) -B12 nanofibers obtained by adding vitamin B12 to hybrid nanofibers. The sol-
gel method has been used in synthesized of hydrid biomaterials. The nanofibers obtained were
characterized by scanning electron microscopy (SEM), energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX) and
Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). To test the biocompatibility of these nanofibers, cell
viability tests were carried out with fibroblastic cells L929 and PC12 cells. The cellular differentiation of
PC12 cells induced by nerve growth factor (NGF) was determined by the morphological modification of
these cells. For the differentiation of PC12 cells, the neurite per cell and the length of the neurites were
evaluated as a function of the concentration of NGF. The results of the NGF-Elisa tests have shown that
the differentiation of PC12 cells depends on the concentration of NGF. It was observed that the longest
neurites were obtained at a high concentration of NGF (100 ng / ml). Finally, a controlled release test for
NGF was performed with these three types of fabricated nanofibers, and the ability to release nerve
growth factors in these three fabricated fibers was observed in the first ten minutes after the injection of
NGF. The bioactive hybrid nanofibers containing vitamin B12 were determined to have the best release
of nerve growth factor after 16 hours of incubation.

The nanofibers studied are non-toxic, promote cell proliferation and their capacities for releasing
nerve growth factors show that these nanofibers can play an important role in the regeneration of tissues
after peripheral nerve damage.

Keywords: Bioactive glass, electrospinning method, nerve growth factor, PC12 cell ling,
peripheric nerve injuries, poly-g-caprolactone, vitamin B12.
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1. GIRIS

Doku miihendisligi, biyomalzemeler, hiicreler ve/veya faktorlerin kullanimiyla
canli dokularin restorasyonu (onarim) ya da rejenerasyonu (yenilenme) icin 0Ozel
biyouyumlu kompleksin yapimina ve isletmeye alinmasina yol agan, tasarimla ilgili
ekipman, tiretim prensipleri, arastirma ve kontroliinii takip eden biyolojik, kimyasal ve
fiziksel tekniklerin uygulamasi olarak tanimlanabilir (Luc ve ark., 2014).

Aslinda, doku miihendisligi kavramiyla, dokularin restorasyonu, ¢ok uzun siiredir
standart bir onarim yontemi olarak bilinen asilama tekniginin yerini almaktadir. Simdiye
kadar, farkli organlar (kalp, bobrekler, karaciger, akciger, pankreas, bagirsak ve timus) ve
dokular (kemik, tendon, kornea, cilt, kalp kapakgiklari, sinirler ve damarlar) hastalara,
temel fizyolojik fonksiyonlarini onarmak hatta hayatlarin1 kurtarmak icin nakledilmistir.
Transplantasyon yontemi, ototransplantasyon (viicudun bir kisminin ayni1 bireyde baska
bir kisma nakli), allotransplantasyon ya da allogreft (genetik olarak ayni olmayan tiiriin
bireyleri arasinda transplantasyon) ve ksenotransplantasyon (iki farkli tiir arasinda nakil)
olmak iizere tice ayrilir (Yi, 2017).

Gilinlimiizde organ nakli dezavantajli hale gelmektedir. Ciinkii hastalar i¢in baska

sorunlara  (0zellikle dondr bolgesinin  greft reddi gibi) neden olmaktadir
(Chimutengwende-Gordon ve Khan, 2012). Allogreft yontemleri, organ dondrlerini
gerektirdiginden ve mevcut dondrlerin yetersizligi yiliziinden giderek zorlagmaktadir.
Organ bagiscist yetersizligi her yil arttigi icin, nakil yontemi sinirli hale gelmektedir.
(Badylak, 2011). Bu, arastirmacilarin, periferik sinir lezyonlar1 dahil olmak iizere ¢esitli
lezyonlarin tedavisi i¢in greft zorlugunun {istesinden gelebilecek baska alternatifler
gelistirilmesine neden olmustur.
Periferik sinir yaralanmalari, hastalara ¢ok fazla hasar verir ve tedavisi zordur. Cesitli
sentetik ve dogal polimerler kullanilarak merkezi ve periferik sinir sistemlerinde néronal
rejenerasyon, bu alandaki bir¢ok calisma tarafindan kanitlanarak deneysel bir basari
olmustur (Snigdha, Sabu ve Radhakrishnan, 2017). Son zamanlarda yapilan arastirmalar,
bir polimer ve biyoaktif cam karigtmi kullanilarak, ndronal onarmmin etkinligini de
gostermistir (Mohammadkhah ve ark., 2015).

Bu tez galismasi, néronal onarim igin kullanilan poli-e-kaprolakton nanofiber ve
biyoaktif cam nanofiberlerin gelistirilmesine dayanmaktadir. Nanofiber c¢ozeltileri

hazirlandiktan sonra,nanofiberlerin elektroegirme isleminde kullanilacak parametrelerinin



optimizasyonu yapilmistir.Elektroegirme islemi i¢in optimum parametreler; ¢oziicliye
gore kitlece % 10 polimer konsantrasyonu, 15 kV voltaj, 20 cm plaka mesafesi ve 2
mL/saat ¢Ozelti akis hiz1 olarak belirlenmistir. Bu parametreler kullanilarak 6nce safpoli-
e-kaprolakton (PCL) fiberler iretilmistir. Daha sonra, hibrit nanofiber i¢in en iyi
bilesimin, % 70 polikaprolakton ve % 30 biyoaktif cam oldugu belirlenerek,
polikaprolakton/biyoaktif cam (PCL/BG) nanofiberler {iiretildi. Son olarak ayni hibrit
cozeltiye B12 vitamini (Siyanokobalamin) eklenerek de (PCL/BC)-B12 nanofiberler elde
edilmistir. Elde edilen nanofiberlerin karakterizasyonu SEM, EDX ve FTIR analizleri ile
yapildi. Biyocanlilik testleri yapilan fiberlere, sinir bliyiime faktorii (NGF) emdirildi ve
periferik sinir hasarinin tedavisinde greft olarak kullanilabilirlikleri arastirildi. Sican
feokromasitoma hiicre hatti, PC-12 hcreleri sinir buyime faktorinin (NGF)
uygulanmasina tepki verebildikleri ve noronal fenotipi ifade edebildiklerinden dolay1

noronal farklilagsma i¢in in-vitro model olarak kullanilmaistir.



1.1. DOKU MUHENDISLIiGIi

1.1.1. Doku Miihendisliginin Onemi

Organ nakli ihtiyaci her yil artmaktadir ve milyarlarca hasta organ veya doku
kaybindan muzdariptir. Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri'nde 2013'te, 54.000'den
fazla hasta bobrek, 12.000 hasta karaciger, 1.200 hasta kalp ve 1.300 hasta akciger nakli
icin beklemekteydi (OPTN ve SRTR, 2011). Fransa'da, 1 Ocak 2015 itibariyle, bu
rakamin 13.750 hastada gerceklestigi ve nakil almadiklar i¢in zamanla 550'den fazla
hastanin Glecegi tahmin edilmektedir. Yaklasik olarak, bir nakilden faydalanmak igin
ortalama bekleme siiresi 3 yildan fazladir (Deneufchatel, 2016). Insanlarin yasam
beklentisi, travma, hastalik veya dogumsal anomalilerden zarar goren dokularin
yenilenmesini tesvik edebilecek yeni terapotik stratejilerin siirekli gelistirilmesini
gerektirir (Sivolella ve ark., 2014). Sonug¢ olarak, aragtirmacilar siirekli olarak nakil
performansini agabilecek biyo-miihendislik ¢éziimleri gelistirmektedirler.

Doku miihendisligi, hasar gormiis dokunun onarimi ve yenilenmesine umut verici
yeni bir yaklagim olarak ortaya ¢ikmaktadir (Wang, 2013). Doku Miihendisligi terimi
(DM), ilk olarak 1993 yilinda Langer ve Vacanti tarafindan bilimsel bir toplantida
tanitilan ve hiicre biyolojisi, malzeme bilimi, kimya, molekiiler biyoloji, mithendislik ve
tipalanlarin1 kapsayan daha genis bir bilimsel alandir (Langer ve Vacanti, 1993).
Nispeten yeni olan bu alanda, dokulari olusturmak i¢in canli hiicreler, biyouyumlu
malzemeler ve uygun biyokimyasal faktorler (6rnegin biiyiime faktorleri) ve bunlarin
kombinasyonlar1 kullanilmaktadir (Berthiaume ve ark., 2011). Sekil 1.1 de, biyopsiden
biyokimyasal faktorleri igeren ve hasarli dokular i¢in implant gorevi goren iskele
olusumuna kadar doku miihendisliginin agamalar1 goriilmektedir.

Doku miihendisligi, organ yetmezligi olan veya agir hasar gormiis organlari
tyilestirebilecek veya degistirebilecek yeni sentetik doku ve / veya organ greft yapilari
olusturmay1 amacglamaktadir. Bu rejenerasyon yonteminde, doku olusumu i¢in bir matris
ile birlestirilmis hiicreler kullanilir (Vacan ve Langer, 1999). Doku miihendisliginde,
cogalmasimi ve yeni doku olusumuna farklilasmasin1 tesvik ederek hiicreleri
destekleyebilen ¢ok gozenekli yapay hiicre dis1 matrisler veya biyomimetik iskeleler

gelistirilerek, dokularin yenilenmesi kolaylastirilir(Mano ve ark. 2007).
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Sekil 1.1.Biyopsi ile baslayan ve doku implantasyonu ile sonuglanan bir doku miihendisligi
yaklagiminin semasi (Fiume, Elisa, 2018).

1.1.2. Sinir Dokusu Miihendisligi

1.1.2.1. Sinir sistemi fizyolojisi

Sinir sistemi, tiim viicut diizeyinde yer alan tiim bilgilerin iletisim ve kontrolii i¢in
merkezi bir agdir (Bugnicourt 2011). Sinir sistemi, merkezi sinir sistemi (MSS) ve
periferik sinir sistemi (PSS) olmak iizere iki ayr1 ve birbirine bagli boliimden olusur:

1) Ensefalon ve omuriligi iceren merkezi sinir sistemi, duyusal bilgi alir,
bu bilgileri sinir sistemine entegre eder ve sonra motor tepkileri
gelistirir.

2) Merkezi sinir sisteminin disinda bulunan PSS, ganglionlar1 ve periferik
sinirleri igerir. Bu sinirler, merkezi sinir sistemi ile viicudun cesitli
organlar1 arasindaki baglant1 alanlarini sunar.

Sinir sistemi, tiirlere bagl olarak farkli oranlarda néronlar ve gliyal hiicreler olmak iizere
iki tiir ndral hiicreden olusur. Insanlarda, noéronlarm % 10'u ve gliyal hiicrelerin % 90"
bulunur (Allen ve Barres, 2009).

Sinir, néronlardan ve gliyal hiicrelerden (schwann hiicreleri) olusur. Noronlar, elektrik
sinyallerinin yayildig1 aksonlar (aksiyon potansiyeli) tarafindan uzatilir. Bu aksonlar,

miyelin tabakasini olusturan schwann hiicreleriyle ¢evrilidir.



1.1.2.2. Periferik sinir

Periferik sinir, merkezi sinir sistemini viicudun diger organlarina baglar. Bunlar
kranial sinirler ve spinal sinirlerdir; (beynin on iki kranial sinir c¢ifti, trent ve bir cift spinal
sinir) (Schmidt ve Leach, 2003). Insanlarda omurilik sinirlerinin en énemlisi, pelvisten
dizin Ustiine kadar uzanan siyatik sinirdir (Dinis, 2014). Noronlar ile efektorleri arasinda
sinir diirtiileri seklinde olusturulan bilgiler bu sinirlerden iletilir.

CNS demetleri olarak da adlandirilan periferik sinirler, miyelinli veya miyelinli
olmayan aksonlardan olusan bir dizi sinir lifini temsil eder (Seigneurin ve Boutonnat,
2012). Bu sinir fiberleri fasikiiller (sinir iplikleri demeti) halinde gruplanir. Bir sinir 100'e
kadar fasikiil igerebilir (Antoine, 1999). Aslinda, her bir sinir lifi, endoneuron ad1 verilen
bir bag dokusu ile gevrilidir. Sinirin fasikiilii, ayrica, sinirlere gerilmeye kars1 ¢ok biiyiik
bir diren¢ kazandiran, kollajen fiberlerinden, fibronektinlerden ve mikro-iplikgiklerden
olusan fibroblastik kokenli perinoral hiicrelerin katmanlarindan olusan perineurium adi
verilen bagka bir bag dokusu ile sinirlidir. Epineurium, tiim sinir ipleri demetlerini bir
araya toplayan sinirin en distaki bag dokusu zarfin1 temsil eder (Dinis, 2014). Bir
yaralanmadan etkilenen fasikil tipi sinir lezyonunun derecesini belirler. Sekil 1.2,

periferik sinirin sematik yapisini géstermektedir.
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Sekil 1.2. Periferik siniri olusturan tiim fasikiilleri (sinir ipleri demeti) temsil eden periferik sinirin sematik
yapist (Marieb, 2006).



1.1.2.3. Sinir Yaralanmasi

Travmatik beyin hasari, 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri olmaya devam
etmektedir (Tu, 2017). Sinir lezyonlar1 cesitli kazalar, diismeler, spor aktiviteleri ve
hastaliklar karsisinda sik goriiliir. Periferik sinir hasari; enfeksiyonlar, travma, metabolik
anormallikler, 1s1nlama, norotoksin, kalitsal nérodejenerasyon, inflamasyon veya timor
infiltrasyonundan kaynaklanabilir (Dworkin, 2003). Hastalar, motor becerilerle ilgili
problemler de dahil olmak iizere, bu lezyonlarin neden oldugu diger saglik sorunlarindan
muzdariptirler. Ustelik bir tedavisi de cok pahalidir.

Diinya Saglik Orgiitii istatistiklerine gére, diinya genelinde her yil 10 ila 15
milyon yeni yaralanma vakasi bildiriliyor ve bunun % 15 ila 40" periferik sinir hasarina
baglidir. Cin'de, her yil yaklasik, yarist sinir nakli gerektiren 600.000 ila 900.000 arasinda
yeni periferik sinir hasar1 vakasi bildirilmektedir (Chen ve ark., 2015). Merkezi sinir
sistemini etkileyen lezyonlar ayrica hiicre Oliimiine neden olur ve bir dizi hiicresel

rahatsizlig1 aktive edebilir (Stabenfeldt, Garc1 ve Laplaca, 2006).

1.1.2.4. Sinir Yaralanmalarinin Siniflandirilmasi

1943'te Seddon, sinir hasarm1 Noropraksi, Aksonotmezisve Norotmezis olmak

iizere Uc¢ tipte simiflandirmistir (Seddon, 1943). Sinir lezyonlarinin bir bagka
smiflandirmasi, Sunderland'in 1951'deki siniflandirmasidir. Sunderland'in smiflandirmasi
Seddon'in smiflandirmasindan daha detaylidir (Sunderland, 1951) . Sunderland’a gore
yaralanma tipleri:

a) Noropraksi

b)Aksonotmezis: tip Il lezyonlar1

c)Aksonotmezis: tip III lezyonlari

d)Aksonotmezis: tip I V lezyonlari

e)Norotmezis



1.1.2.5. Sinir biiyiime faktorii (NGF) ve sinir onarimi

1950'de Rita Levi-Montalcini tarafindan kesfedilen NGF, norotrofinler olarak da
bilinen faktorler ailesine aittir (Cowan, 2001). NGF, noronlarin gelismesinde , hayatta
kalmasinda ve noral hiicrelerin yenilenmesinde énemli bir rol oynar (Aloe ve ark., 2015).
NGF ve reseptorleri yetiskin yasami boyunca ve yaslanma sirasinda mast hiicreleri, ve
lenfositler gibi birgok hiicre tarafindan tretilir (Bonini, 2003). Fakat daha yiksek NGF
miktari, mevcut en biiyilk ve en iyi NGF sentezi kaynagini temsil eden yetigkin erkek
farelerin tukdrik bezlerinde retilir (Cohen, 1960).

Sinir biyume faktort (NGF) kaltarlt primer néronlarda, néronal apoptozu onler
ve norodejeneratif hastaliklarin hayvan modellerinde néronal dejenerasyonu azaltir.
NGF'nin gucli bir anti-apoptotik etkiye sahip oldugu, NGF'nin yoksun birakilmasiyla
ndronlarin bir dizi morfolojik degisiklik gosterdigi ve nihayetinde apoptoz gecirdigi
bulunmustur (Deckwerth, 1993).

In vitro olarak, sican feokromositoma PC12 hiicre hatti, NGF'nin néronal
hiicreler iizerindeki biyolojik etkilerini incelemek i¢in yaygin bir sekilde bir model sistem
olarak kullanilir (Koike, 1992). PC12 hiicreleri, sinir biiylime faktoriine (NGF) maruz
kaldiklarinda sempatik noronlara farklilasma yetenegine sahiptirler. Boylece sempatik
néronun fenotipinde ve Ozelliklerinde gozlenebilir bir degisiklik sergilerler (Hu ve
arkadaslari, 2017).

Bir NGF reseptorii olan P75NTR, disiik afiniteli bir reseptordiir. TrkA ise, NGF
icin katalitik olarak yiiksek affiniteli aktif bir reseptordiir. NGF'nin TrkA'ya baglanmasi,
TrkA'nin fosforilasyonuna ve sonugta apoptozun Onlenmesi veya hiicre canliliginin
iyilesmesi gibi farkli biyolojik fonksiyonlara yol agan birkag sinyal yolunun
aktivasyonuna neden olur (Wang ve digerleri, 2014). Sekil 1.3 de, NGF reseptorlerinin
sinyalizasyonu gorulmektedir. NGF, NGF'nin 6ncl protein formu olan Pro-NGF'den
ayrilma yoluyla olusturulur. NGF'nin TrkA'ya baglanmasi, TrkA'nin fosforilasyonuna ve
PI3K / Akt, Ras / Raf / MEK / ERKI / 2 veya PLC / PKC sinyal yolag1 gibi ¢esitli sinyal
yollarinin aktivasyonuna neden olur. Diger NGF reseptorii, p7SNTR, diisiik afiniteli bir
reseptordiir. P75NTR'min kesin rolii hiicresel igerige baglidir. NF-B yolu ile hiicre
canliligini artirabilir veya JNK / c-Jun sinyal yolu ile hicre 6liminine neden olabilir
(Wang et al., 2014).
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Sekil 1.3. NGF reseptorlerinin sinyalizasyonu (Wang ve ark., 2014)

Gilinlimiizde cerrahi implantlarda, polimer nanofiberlere eklenen NGF, hasarli

sinirlerin onarimi i¢in daha imit verici bir terapdtik arag haline gelmistir.

1.1.2.6. B12 vitamininin (Siyanokobalamin) sinir hasarina etkisi
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Sekil 1.4.B12 vitamini yapisal semast (siyanokobalamin)

Siyanokobalamin  (5,6-dimetilbenzimidazol-siyanokobalamin), esdeger BI12
aktivitesine sahip B12 vitamininin sentetik bir seklidir. Hematopoez ve sinir sistemi
fonksiyonlar1 da dahil olmak Uzere bircok hiicresel metabolizmada kilit rol oynayan bir
vitamindir (Gréber, Kisters ve Schmidt, 2013).

Periferik sinir hasar1 sonrasi néronal hicrelerin aksonal biyumesini destekleme
kabiliyetinden dolayi, B12 vitamini periferik sinir hasarmin tedavisinde klinik olarak
kullanilan bir {irtin haline gelmektedir (Wu ve ark. 2019). Bu nedenle, hibrit biyoaktif
cam nanofiberlere (PCL/BC), B12 vitamini (siyanokobalamin) ekledik ve B12 vitamini
bulunmayan hibrit cam nanofiberlerle kiyaslayarak PC12 hiicreleri iizerindeki etkisini

inceledik.



1.2. SINIR DOKU MUHENDISLIiGi VE BIYOMATERYALLER

Yarali sinirin daha iyi rejeneratif tedavisi i¢in, bilim adamlar1 hiicre dis1 matrise
benzer biyobozunur polimer malzemeler kullanirlar. Bu biyomalzemeler, hiicre
biliylimesini ve nihayetinde doku rejenerasyonunu tesvik etmek igin dogal hiicre dist
matrikse homolog olan bir mimari g¢erceve saglamak flizere tasarlanmistir (Lee ve
ark.,2013). Biiyiik hasar sonucu 1 mm/giin yeniden aksonal biiyiimeye ragmen, yaralanan
sinir 6 mm'den biiyiik sinir hasar1 i¢in yenilenemez (Aggarwal et Kumar 2016). Bu
nedenle, kaybedilen tiim yeteneklerini yeniden kazanmasi i¢in sinirin yonlendirilmesi
gerekir. Yaygin olarak kullanilan teknik, “sinir hasarmin onarimi i¢in altin standart”
olarak da adlandirilan otolog sinir naklidir (Sulaiman, 2006).

Doku miihendisliginin farkl ihtiyaglarini karsilamak i¢in, arastirmacilar cerrahi
implantasyonlar i¢in metaller, seramikler ve polimerler gibi ¢ok g¢esitli biyouyumlu
malzemelerden yararlanmislardir. Tipik implant metalleri (paslanmaz celikler, kobalt
bazli alasimlar ve titanyum bazli alasimlar) ve kullanilan seramikler (aliimina, zirkonya
ve kalsiyum fosfat) doku miihendisligi uygulamalari igin uygun degildir. Ciinkii biyolojik
olarak parcalanamazlar. Ayrica, o-trikalsiyum fosfat ve p-trikalsiyum fosfatin
islenebilirligi ¢ok siirhidir (Maquet ve Jerome, 1997).

Kullanilan polimer tiirii, iskele tiretimi i¢in sentetik, dogal veya harmanlanmig
olsun, hasarli sinir dokusunu restore etmede dnemli bir igleve sahiptir (Boni ve ark. 2018).
Ideal bir biyomateryal igin istenen dzellikler, 6zellikle toksik olmama, biyouyumluluk ve

biyobozunurluktur.

1.2.1. Dogal Polimerler

Insan viicudunun makromolekiillere olan benzerlikleri nedeniyle, dogal polimerler
biyolojik ¢evre tarafindan taninir ve kabul edilir (Vasita ve Katti, 2006). Viicuttaki
implantasyon sirasinda sitotoksisite ve immiinojenik reaksiyon riskini biiyiik Olciide
azaltirlar (Boni ve ark., 2018). Rejenerasyon sirasinda hiicre gogiiniin kolayligi, bliylimesi
ve organizasyonu gibi diger avantajlarin tiimii, bu polimerlerin rejeneratif tipta
kullanilmasina neden olur (Nezarati, 2014). Kullanimlari, yiiksek biyouyumluluklar1 ve
dogal biyolojik bozunma kinetigi nedeniyle c¢ok faydalidir. Noronal doku
miihendisliginde, dogal polimerler, matris sekillendiriciler, jellestirici maddeler veya ilag

salma diizenleyicileri dahil olmak {izere ¢esitli rolleri yerine getirebilir ve omurilik gibi
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zor bir fizyolojik geometri kusurunu barindiracak sekilde kolayca ayarlanabilirler
(Madigan ve ark., 2009).

Noronal doku miihendisliginde iskele yapiminda siklikla kullanilan dogal
polimerler sunlardir: kollajen, jelatin, hyaluronik asit, kitosan, Kitin, elastin ve aljinat
(Sensharma ve digerleri, 2017). Kolajen insan vicudunda en bol , (Bhattarai ve ark.
2018) ve ozellikle ¢esitli bag dokularinin dogal hiicre dig1 matrisinde biiyiik miktarlarda
bulunan bir bilesendir (Ma, 2004). Insanlarda, kollajen iist ailesinde 28 protein vardir,
ancak en yaygin olam tip I, kemikler ve cilt, tendonlar, kikirdak ve viicut dahil olmak
lizere tim viicut i¢in yap1 ve destek saglayan bag dokusunun ana bileseni olan fibril
kollajendir(Cen ve ark.,2008). Genellikle sigir tendonundan ¢ikarilan Tip I kolajenleri, iyi
mekanik Ozelliklere sahip biyolojik olarak uyumlu iskelelerdir (Oliveira ve digerleri,
2010). Ancak iskeleler tamamen kollajenden yapildig1 zaman, mekanik dayanimi zayiftir
ve kullanimi zordur (Tateishi ve Chen, 2005).

Hiyaluronik asit (HA), insan viicudunun c¢esitli boliimlerinin hiicre dis1
dokularinda bulunan ve yaglanmada Onemli bir rol oynayan yapiskan olmayan bir
glikozaminoglikandir (Boni ve digerleri, 2018). Esas olarak bag dokularinda bulunan
biyobozunur bir dogal malzemedir ( Chircov et al.,2018). HA, biyolojik olarak
parcalanabilirligi, biyouyumlulugu, biyo resorbe edilebildigi ve hidrojel olusturma
kabiliyeti olmasi nedeniyle tercihedilen bir malzemedir ( Chircov et al.,2018).Beyindeki
ECM'deki varligi nedeniyle, hiyaluronik asit, CNS'nin doku miihendisligi i¢in ideal bir
secim haline gelmistir. HA iskeleleri sert ve yumusak dokularin yenilenmesinde kullanilir
(Stratton ve ark., 2016). Dogal malzemelerin biyouyumlulugunu gelistirme, toksik etkileri
azaltma ve Schwann hiicreleri gibi destek hiicrelerinin gociinii iyilestirme 6zellikleriyle
bilinmektedirler.

Dogal polimerler, 6zellikle hasarli sinirin onarimini iyilestirme kabiliyetine
ragmen, yaralanma sonrasi rejenerasyonun zor goriindiigii sinir doku miihendisligi i¢in
0zel ozelliklere sahiptir. Bu dogal materyaller, ideal olmalarina ragmen bazen istenmeyen
bagisiklik tepkileri, bagisiklik baskilayict ilaglarin potansiyel kullanimi gibi bazi
dezavantajlara sahiptirler (Lee et al., 2013).

Arastirmacilar, doku polimeri olarak kullanilan dogal polimerlerin
eksikliklerini gidermek icin, sentetik polimerler olarak bilinen diger uygun polimer

tiirlerinden de faydalanmislardir.
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1.2.2. Sentetik Polimerler

Son on yilda, bilimsel arastirmacilar, belirli bir uygulama i¢in optimize
edilebilecek kimyasal ve fiziksel 6zellikleri (bozunma hizi, gozeneklilik, mekanik direng)
nedeniyle sentetik malzemelerle daha fazla ilgileniyorlar (Schmidt ve Leach, 2003).
Dogal polimerler tarafindan ortaya ¢ikan kusurlar, daha giivenilir 6zelliklere sahip
sentetik polimerlerin gelismesine yol agmustir. (Lee ve ark., 2013). Bdylece sentetik
polimerler, kompleks kimyasal yapilarinin, termal hassasiyetlerinin yani sira islem
zorluklarinin etkinligini engelledigi dogal biyomalzemelerin aksine, daha iyi bir mekanik
ozellige sahiptir (Boni ve ark., 2018). Farkli {iretim big¢imlerinin yani sira doku
bliylimesini tesvik eden gdzeneklerin istenen morfolojik oOzellikleri nedeniyle de
dikkatcekicidirler. Ek olarak, bu polimerler doku blyimesini indikleyebilecek kimyasal
fonksiyonel gruplar ile tasarlanabilir. Biyolojik olarak atil ve parcalanamayan silikon,
sinir modeli igin kullanilan ilk sentetik malzemedir.

Daha sonra, alifatik polyesterler, polifosforlar, politretanlar, piezoelektrik polimerler
ve bazi elektro-iletken polimerler dahil olmak iizere diger biyolojik olarak ¢o6ziinebilir
sentetik polimer siniflari, noronal dokularin miihendisliginde iskele biyomateryalleri
olarak kullanilmistir (Gu X, ve ark ., 2014). Ancak, biyomedikal alaninda en ¢ok
kullanilanlar polyesterdir. Poli glikolik asit (PGA), poli laktik asit (PLA) ve poli (e-
kaprolakton) (PCL) gibi bu polyesterler tibbi alanda aranan biyomateryellerdir (Eap,
2014). Simdiye kadar, kullanilabilirligi, biyouyumlulugu, isleme kolayligi, optimum
mekanik ozellikler ve FDA onay1 nedeniyle en ¢ok kullanilanlar arasindadir. PLA ve
PGA, smrastyla laktik veya glikolik asit polyester baglar1 ile karakterize edilen
biyobozunur termoplastik polimerlerdir (Boni ve digerleri, 2018). PGA, yuksek kristalli,
ancak hizla bozulan ve mekanik biitiinliigiinii 2 ila 4 hafta arasinda kaybeden hidrofilik bir
polimerdir (Song vd., 2018). PLA (Polilaktik Asit), yiksek biyouyumluluk nedeniyle
doku miihendisliginde tercih edilmektedir (Verdonck, 2018). Doku miihendisliginde
kullanilan PLA iskeleleri, akson uzamasina ve biiyiimelerini desteklemesine izin vererek
Schwann hiicreleri i¢in destek saglamaktadirlar. Ancak yapisal kararsizliklari nedeniyle
yaygin olarak kullanilmamaktadirlar (Boni ve ark., 2018).

PLGA, polilaktik asit (PLA) ve poliglikolik asitin (PGA) bir kopolimeridir. Noral
doku miihendisliginde kullanilan biyobozunur, amorf ve toksik olmayan bir polyesterdir

(Sensharma ve ark., 2017).
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PLA ve PGA'ya kiyasla da tercih edilir. Ciinkii parcalanabilirligi monomerleri (laktid /
glikolid) arasindaki oran degistirilerek kolayca kontrol edilebilir (Song vd., 2018).
Bununla birlikte, PLGA bozulma sirasinda asidik iiriinler salgilar ve bu da aseptik
iltihaplanmaya neden olabilen doku pH'inda bir azalmaya neden olur (Sensharma ve
digerleri, 2017).

PCL doku miihendisligi i¢in iskele imalatinda yaygin olarak kullanilan polyester
bir malzemedir. Sentezi 1930'larda baglamis ve bugiine kadar polilakton grubunun en ¢ok
calisilan maddesi olmustur (Stratton ve ark., 2016). Erime sicaklig1 59 - 64 ° C olan yari
kristalli bir polimerdir ve yaklasik -60 ° C olan ¢ok diisiik bir cam gecis sicakliina
sahiptir. Polikaprolakton (PCL), e-kaprolakton siklik monomerinin halka agma
polimerizasyonuyla sentezlenen bir polyesterdir (Sinha ve ark.,2004). Uzun sureli
implantlar i¢in ¢ok yavas bozunmasi nedeniyle (2 ila 3 yil) ideal bir malzemedir
(Nezarat1, 2014). Diisiikk ekonomik maliyeti, toksik olmamasi ve yiiksek ¢oziiniirliigii
PCL’yi, sinirsel rejenerasyon ile ilgili 6nemli bir rol oynayacagini diigiindiigimiiz doku
iskelesi icin tasarlanmis bir model malzeme olarak, tez ¢alismamizda segmemize neden

oldu.

1.2.3. Biyoaktif Cam

Biyoaktif camlar, doku onarimi i¢in rejeneratif tipta kullanilabilecek bir dizi
biyolojik olarak aktif kimyasal molekil sunar. Bu camlar, biyoaktiviteleri, hiicresel doku
ile in vitro ve in vivo temasta biyouyumlulugu uyarmalari, inflamatuar ve toksik
siireclerin yoklugu nedeniyle tercih edlmektedirler (Bachar, 2012). Ik biyoaktif cam,
1969'da Florida Universitesi'nde Larry L. Hench tarafindan kesfedildi. Bu, 45S5 biyocam,
Bioglasse® (% 45 Si0,,% 24.5 Na,0, % 24.5 CaO ve % 6 P,0s) 'dir (Hench, 2006). Bu
caligmanin  baslangicinda, biyocamla Oncelikle kemik kusurlarimi  gidermek
amaglantyordu. Biyoaktif cam ilk olarak sagir bir hastada enfeksiyondan sonra orta kulak
kemigini iyilestirmek i¢in uygulandi. 45S5 biyoaktif camin, az deforme olmus orta kulak
kemiklerini geri kazandirabildigi goriilmistiir (Hench, 2006). Ayni orijinal biyo-cam
(45S5), bir milyondan fazla hastada ¢ene ve ortopedideki kemik kusurlarini onarmak igin
kullanilmistir (Hench, 2006).

Baslangicta, biyoaktif camlarin klinik uygulamalar1 yalnizca kemik onarimu ile
sinirliydi.  Sadece otoloji, ortopedi ve dis hekimliginde uygulanabilir olduklar

distintiliiyordu.  Giinlimiizde, biyoaktif camlar, doku mihendisligi ve terapotiklerde
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yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle, kemik dokusu miihendisliginin yani sira,
biyoaktif camlar, ndromiskuler dokular, epitelyal ve kardiyak dokular, gastrik Glserlerin
tedavisi ve kemik dis1 kanserlerin tedavisi gibi diger dokularin tamirinde de uygun bir
sekilde yer almaktadir (Baino ve ark. , 2016). Sekil 1.5 de, biyoaktif camin kemik dokusu
miithendisligi disinda klinik kullaniminin tarihgesi verilmektedir.

Camin doku miihendisliginde klinik olarak ilgisi {izerine yapilan birkag

arastirmadan sonra, ii¢ biyoaktif cam grubu gelistirilmistir. Bunlar B,Oj3 (borat) bazl,

P,Os (fosfat) bazli ve SiO; (silikat) bazli camlardir. Ek olarak, cam bilesimi malzemeye
belirli dzelliklere sahip baska kimyasal bilesiklerin eklenmesiyle gelistirilebilir. Ornegin,
biyolojik bir ortamda yiizey reaktivitesini ayarlamak icin cama CaO, K0, Na,O ve MgO
eklenmistir. Ayrica, ZnO, CuO ve AgyO antibakteriyel 6zellikleri ile uygun iyonlarin
salinmasina izin verirler (Baino ve dig., 2016). Vicutla temas ettikten sonra, bu biyoaktif
camlar viicut sivisiyla reaksiyona girer ve biyocam bilesimine bagli olarak, salinan

iyonlar farkli roller oynar ve hiicrelere sinyal verir (Miguez-pacheco, 2015).

Year 1977
Year 1978 Kulak hastalifinin
Okudrer implant tedavisi Year 1969
Bioglass
Year 1987 ASSS5'in icad:

£=3
kanseri tedavisi
Year 1998
Periferik sinir
uuuuuuu
Year 2012
Year 2000
Yara Omurilik tamiri
iyilesmesi Yeoar 2012
Year 2004 Uterus fibroidlerinin
Akciger doku embolizasyonu
nahendisligi o
Kardiyovaskiler
Year 2005 doku
iskelet kas: ve mahendisligi

gament onarimu Year 2005
Gastrointestinal

uygulamalar

Sekil 1.5. Biyoaktif camlarin iskelet sistemi digindaki uygulamalarinin kronolojisi
(Baino ve ark., 2016).

Doku tiirline ve onarilacak kosullara gore farkli tipte biyoaktif camlar
calisilmigtir. 1969-71 yillart arasinda, Larry L. Hench, tamir edilecek doku tipine gore
cam bilesiminin agiklamalarini veren bir Na,O-CaO-SiO, diyagrami olusturmustur (sekil
1.6). Bu diyagram, cam bilesimleri ve bu biyoaktif camlarin dokularla olusturabilecegi
baglarin tiplerini agiklamaktadir. En 6nemli bilesen, silikadir. Ciinkii miktar1, biyoaktif
cam ve doku arasindaki bag1 belirler. Genel olarak, % 60 SiO, (kiitle olarak) baglanma

siirini temsil eder. Cilinkii bu degerin 6tesinde cam dokuya baglanamaz. Daha yavas bir
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yapisma oranina sahip olan bilesimler, camda kiitlece % 52 ila % 60 SiO,'dir. % 60'dan
daha blyik SiO, (bolge B) igeren bilesimler dokulara baglanmaz ve biyolojik olarak
etkisizdir. A bolgesi i¢in, tiim bilesimler biyoaktifdir ve bir baglanti olusturur. Sadece
hizli reaksiyona giren cam bilesimler yumusak doku bagi olusturur (S bolgesi). Cam
bilesimi kitlece % 52 Si0,'yi astiginda, cam kemige baglanir, fakat yumusak dokuya
baglanmaz (Hench, 2006). E bdolgesi (Na,O-CaO-SiO, diyagraminin ortasi), cam
yumusak dokuya baglanir. C Bolgesi emilebilir camlardir ve implantasyondan sonraki 10
ila 30 gun i¢inde kaybolma egilimindedir. D bolgesinde bulunan kompozisyonlar teknik

olarak uygun degildir ve asla implante edilmemistir (Hench, 2001).

SiO, A= Kemik yapigturma
3 B = Yapigtirmayan (reaktivite gok dig0k)

C = Yopigtarmayan (reaktivite gok yOksek)
D= Yepegtirmayan (cam olugturmaz)

S = Yumugak doku yapegtirma

-----

6% P,0,

Sekil 1.6.Biyoaktif camlarin yumusak dokuya ve kemige baglamasinin
bilesime baglilig1 (% kiitlece) (Hench, 2001)
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1.3. DOKU MUHENDISLIGINDE iSKELE

Biyomalzemeler, hasar gérmiis dokunun yeniden olusturulmasina yardimei olmak
veya ilaglarm dagitimimi kolaylastirmak icin iskele imalatinda kullanilir. Iskele, hiicrelerin
ve buylme faktorlerinin yaralanma bolgesine daha yakin hareket etmelerine ve iyilesmeyi
kolaylastirmaya izin veren bir aragtir (Gabay, Sanchez ve Taboas, 2010).

Basarili bir sinir rejenerasyonu, iskeleler, hicreler ve biyokimyasal ve / veya
mekanik uyaranlari iceren merkezi elemanlarin kullanilmasini gerektirir (Dahlin ve ark.,

2011).

1.3.1. iskele mimarisi

Doku miihendisliginde ¢esitli malzemelerden iskele olarak yararlanilmistir. Ancak
polimerik iskeleler doku buytmesini destekleme 6zelliklerinden ve biyoaktif faktorlerin
salinimi igin tagiyici olarak is gordiiklerinden dolayi sik kullanilir (Dahlin ve ark., 2011).
Doku miihendisliginde kullanilan iskeleler, implante edilecekleri viicut {izerinde olumsuz
bir etkisi olmayan biyobozunur polimerlerden yapilir. Polimerik nanofiberler, 1 ile1000
nm arasinda degisen bir ¢apa sahiptir (Kumbar ve ark., 2006).

Hasarli doku bdlgesine yerlestirilen bu iskeleler, neo-doku olusumunu
desteklemektedirler (Nezarati, 2014). Bu iskeleler, hiicre baglanmasi i¢in yapisal destek
gorevi goriirler ve hiicre ¢ogalmast ve doku gelisimi i¢in uygun bir ortam saglarlar.
Ayrica, hiicre dis1 yapay bir matris olarak tasarlanan bu iskeleler, neo-hiicresel doku
olusumu i¢in uygun bir ortam saglayabilen etkili mimari, mekanik, fizikokimyasal ve
biyolojik 6zelliklere sahip olmalidir.

Ideal bir iskele asagidaki bes spesifik dzellikle nitelenir:

1) Gozeneklilik: Hiicre goégiinii ve besin difiizyonunu kolaylastirmak ve implantasyon
sirasinda anjiyogenez ve metabolik degisimi tesvik etmek i¢in gozenekli bir yapiya
ihtiya¢ vardir.

2) Olumlu mekanik &zellikler: Iskeleler, yerine koymak i¢in hasarli kumasinkilere benzer
1yl mekanik 6zelliklere sahip olmalidir.

3) Biyouyumluluk ve biyobozunurluk: Doku miihendisligi ve rejeneratif tipta iskele
implantlarinda toksisite olmayan ve neo-doku olusum oranina karsilik gelen diisiik bir
bozulma orani aranir.

4) Iskeleler diisiik immiinojeniklige sahip olmalidr.
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5) Iskele, hiicrenin fenotipini etkileyen ve yonlendirilmis hiicre biiyiimesini tesvik eden

biyolojik ve / veya fiziksel sinyalleri icerebilmelidir (Chan ve Leong, 2008).

1.3.2. iskele iiretim teknikleri

Son on yilda, doku miihendisligi, rejeneratif tip ve biyomimetik yapi iskelelerinin
ingas1 i¢in ¢esitli tiretim siirecleri gelistirilmistir (Lu, Li ve Chen, 2013). Nanoyapil1 yap1
iskelelerinin tasarimi i¢in kendinden montaj, faz ayrma, elektroegirme ve diger liretim
teknikleri kullanilir. Bu iskeleler, aksonal biiyiimeyi iyilestirmek i¢in tasarlanmistir (Gu X

ve dig., 2014).

1.3.2.1. Kendiliginden montaj teknigi

Kendiliginden montaj teknigi, kovalent olmayan baglar veya zayif kovalent
etkilesimler, hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar veya digerleri tarafindan indiiklenen
biyolojik molekiillerin montajina dayanan, nano elyaf iiretimi i¢in kullanilan bir tekniktir
(Lu, Li ve Chen, 2013). Proteinler, peptitler ve nikleik asitler gibi kiiglik molekuller, nano
lifler olusturmak igin zayif kovalent olmayan etkilesimlerle birlesir. Bu teknik tavsiye
edilmez; ¢iinkii karmasik bir tekniktir. Ayrica, sadece uzunlugu bir ila birkag mikron olan

kisa fiberler elde edilebilir (Dahlin et al., 2011).

1.3.2.2. Faz ayirma

Faz ayirma, polimer membranlar ve gozenekli iskeleler olusturmak i¢in kullanilan
daha eski bir yontemdir. Islem, bir polimer ¢dzeltisini, polimer agisindan fakir bir faza ve
polimer acisindan zengin bir faza ayirarak yapilir. Teknik, 6zel ekipman gerektirmedigi
i¢in basit gérlinmesine ragmen, yalnizca sinirli sayida polimerle yapilabilir ve ticari bir

yapilandirmaya adapte etmek zor olabilir (Dahlin ve ark., 2011).
1.3.2.3.Elektroegirme
Elektroegirme yontemi, 1930'lardan bu yana kullanilan bir fiber egirme islemidir

(Formhals, 1934). Bu, yiiksek potansiyelli bir elektrik alani kullanarak bir ¢ozelti veya

polimer kiitlesinin daha kii¢iik capli elyaflara dondiiriilmesi i¢in kullanilan bir tekniktir
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(Subbiah ve digerleri, 2004). Elektroegirme ile mikro ile nanometrik boyutta, oldukga
gozenekli fiber iiretilebilir (Nezarati, 2014).

Malzeme egirmenin birka¢ yontemi vardir. Ancak elektroegirme, rastgele ve nano
Olcekte hizli fiber veren en c¢ekici iiretim yontemi olmaya devam etmektedir (Rajput,
2012). Bu yaklagim i¢in; gerilim, ignenin ucu ile plaka toplayici arasindaki mesafe, akis
hizi ve ¢oOzelti konsantrasyonu gibi {retim parametreleri g¢esitli biyomedikal
uygulamalarda kullanilabilir. Bu teknikte kullanilan parametreler, daha iyi 6zellikte nano
fiberler elde edebilmek igin degistirilebilir ve optimize edilebilir.

Elektroegirme teknigi ilk olarak 1897'de Rayleigh tarafindan ¢alisilmis, daha sonra
1914'te Zeleny tarafindan ayrintili olarak acgiklanmistir (Rajput, 2012). Bu islemin ilk kez
Formhals tarafindan patenti alinmistir (Formhals, 1934). Formhals, ilk kez bir elektrik
alan1 kullanan egirme islemi ve aparatini icat etmistir. ilk sentezlenen fiberler, ¢dziicii
olarak aseton kullanan seliiloz asetat fiberleridir. Formhals'in elektroegirme teknigi ile
hizalanmis fiberler tiretilmistir. Ancak, iplik¢ilikten sonra fiberlerin tamamen kurutulmasi
zorlugu nedeniyle bu teknik dezavantajlidir. Daha sonra, 1969'da Taylor, elektrik alani
uygulayarak, ignenin ucunda iretilen polimer damlaciklari incelemistir. (Subbiah ve
digerleri, 2005).

Elektroegirme teknigi, son on yilda doku miihendisligi iskeleleri i¢in polimerleri
mikro veya nanometre 6l¢ekli fibroz dokuya doniistiirmek i¢in yenilenmistir (Ma, 2004).
Ozellikle 1990 yillarm ortalarinda, bu teknigin, bir ok tibbi alanda kullanimi &nemli
hale gelmisti (Nezarati, 2014).

Fiber tiretimi i¢in birkag yontem vardir, ancak elektroegirme, doku miihendisligi ve
rejeneratif tip toplulugu tarafindan nanofiber iiretimi i¢in uygun bir teknik olarak kabul
edilen yontemdir (Feltz ve ark., 2017). Teknik sadeligi ve adaptasyon kolayligi nedeniyle
diger egirme yontemlerinden ¢ok daha avantajlidir.

Elektroegirme isleminde kullanilacak polimer ¢6zeltiyi hazirlamak igin sol-gel

yontemi kullanilabilir.
1.3.2.3.1. Sol-jel yontemi

Sol-jel teknolojisi, inorganik bir polimerizasyon islemidir. Polikondenzasyon
reaksiyonlar1 ile sivi halden jel haline ge¢is 1800'lerde baslamistir. "Sol-jel” terimi, ilk
kez 1864 yilinda silisli topraklar iizerindeki caligmalar: sirasinda Graham tarafindan icat

edilmistir (Graham, 1864). Solusyonlardan camlar, seramikler, ince filmler ve fiberler
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elde etmek i¢in kullanilan bir tekniktir (Owens ve ark., 2016). Aslinda, 1liml1 kimyasal
kosullar altinda, inorganik bilesiklerin ve cam gibi organik-inorganik hibritlerin bir sentez
yontemidir. Islem, ortam sicakligma yakin diisiik sicakliklarda hidroliz ve yogunlasma
reaksiyonlar1 ile karakterize edildigi i¢in yumusak kimya olarak adlandirilir (Znaidi,
2010).

Sol-jel teknigi ile gesitli sekillerde nanopartikiiller tiretilir. Sentezlenen Uriiniin sol-
jel yontemiyle kontrol edilebilmesi, teknigi cok avantajli kilar ve biyomedikal alanda
kullanimini1 genisletir (Toygun, Konegoglu ve Kalpakli, 2013).

Silisyum alkoksitin onciil soliisyonlarindan (en ¢ok kullanilan TEOS'tur),
yogusmadan sonra bir "sol" olusur."Sol", sivi halde olan, genellikle kolloidal pargaciklara
sahip ve farkli monomerlerin bir karistminin dagilimindan olusan bir ¢ozeltidir. Elde
edilen kolloidal ¢6zelti dogrudan nano fiberlerin sentezi i¢in kullanilir.

TEOS, asidik kosullar altinda ve silis camlarinin olusumu ig¢in sulu ortamda
hidrolize olma kabiliyeti sayesinde en yaygin kullanilan silisyum alkoksit ¢ozeltidir. Sol-
gel yontemiyle sentezlenen bu silika bazli biyoaktif camlar (BC'ler), yumusak ve sert
dokularin  yenilenmesini  destekleyen yiksek biyo-uyumlu malzemeler olarak
bilinmektedir (Owens ve dig., 2016).

Elde edilen kolloidal c¢ozelti, elektroegirme yoOntemiyle fiberlerin
olusumunda dogrudan kullanilabilir veya daha sonra ince ve yogun filmler olusturmak
icin baska reaksiyonlar gerceklestirilebilir. Sol, daha sonra yogun seramik veya toz
nanoparc¢aciklarin tiretimi i¢in kullanilan bir jel olusturmak iizere yogunlasir. Sekil 1.7 de

sol-jel isleminin semasi goriilmektedir.
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Sekil 1.7. Sol-jel igleminin semas1 (Michelina ve Flavia, 2012).

1.3.2.3.2. Elektroegirme Aparati

Basit bir yapr aparatidir (Subbiah ve ark. 2004) ve esas olarak dort bolimden
olusur: bir siringa pompasi (cam siringa polimer ¢ozeltisini igerir), bir metal igne, bir giic

kaynag1 ve bir metal toplayici (sekil 1.8).

Siringa Coziim igne
& Jet

i AR R
LA LALE,

Apnasns, AL AL LA A E A,

Taylor koni

Yiiksek voltaj kollektor

Sekil 1. 8. Elektroegirme cihazinin semasi (Yi ve ark., 2017).
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Elektroegirme islemi sirasinda, polimer c¢ozeltisi ignenin i¢inden c¢ikarilir ve
enjeksiyon, siringa pompast tarafindan kontrol edilir.Uygulanan voltaj (5 ila 30 kV
arasinda), ignenin ucundaki sivi damlasmin ylizey yiikkii yogunlugunda koni seklinde
(Taylor konisi) bir artis saglar. Filament, spiral ilmek seklinde disar1 atilir ve ejeksiyon
sirasinda toplayiciya ulagsmadan 6nce uzar. Bu nedenle ¢ap azalir ve ¢oziicli buharlagir
(Mele, 2016). Jet plaka toplayicisina yiikseldiginde, ¢oziicii buharlasir ve fiber olusumu
meydana gelir (Lu, Li ve Chen, 2013).

1.3.2.3.3. Elektroegirme parametreleri

Elektroegirme islemi, ¢oziim parametreleri, islem parametreleri ve ortam
parametreleri dahil olmak iizere gesitli parametrelerden etkilenir. Islemin parametreleri:
uygulanan elektrik alani, igne ile toplayici arasindaki mesafe, akis ve ignenin ¢api.
Cozuci parametreleri ise; ¢ozicu tipi, polimer konsantrasyonu ve ¢dzeltinin viskozitesini
icerir. Ortam parametreleri nem ve sicakligi igerir (Haider, 2015). Bununla birlikte, daha
kaliteli bir nanofiber elde etmek icin, bu elektroegirme parametrelerinin optimize edilmesi

gereklidir. Clnkl bu parametrelerin fiberlerin morfolojisi Uizerinde biiyiik etkisi vardir.

1.3.2.3.3.1. Uygulanan voltajin etkisi

Uygulanan voltajin nanofiberlerin morfolojisini  etkiledigi  bulunmustur.
Uygulanan voltaj ne kadar yiiksek olursa, nanofiberlerin ¢ap1 o kadar kiiciiktiir. Yiiksek
gerilim, boncuk olusumuyla birlikte dar ¢apl fiberlerle sonuclanir (Rajput, 2012). 2001'de
Deitzel ve ark, elektroegrilmis PEO (polietilen oksit) nanofiberler ile yaptig1 deneyde, test
edilen fiberlerin 5,5 kV voltajda egirme kusurlart olmadan diimdiiz oldugunu
bulmuglardir. Gerilimi 9,0 kV'a ¢ikararak, fiberde yiliksek yogunlukta boncuklar
gozlemislerdir (Deitzel ve ark. 2001). Gergekte, polimerin tipine bagli olarak voltaj, kritik
bir degere sahiptir ve bu kritik degerin 6tesinde boncuk veya inci nanofiber olugumu

go6zlenir (Haider, 2015).
1.3.2.3.3.2. Cozelti akisinin etkisi
Polimer ¢ozeltinin akis hizi, elektroegirmede onemli bir parametredir. Elektroegrilmis

nanofiberlerin morfolojisi, ¢ozeltinin akigima gore modifikasyonlardan gecebilir. Bu

parametre ayrica kontrol gerektirir ¢iinkii yiiksek akis hizlarinda Taylor koni diizeyinden
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daha biiyiilk damlaciklar olusabilir ve bu da fiberlerin ortalama ¢apini ve bilyelerin
boyutunu arttirir. Fakat daha diisiik akis hizlarinda, ¢6ziicii buharlagsmaya yetecek kadar
zamana sahip olacaktir. Bununla birlikte, daha diisiik akis hizlarinda, koniden toplayiciya
az miktarda bir ¢ozelti atilir, bu da kiiclik damlaciklarin ve siireksiz fiberlerin olugsmasina
neden olur (Zargham vd., 2012). Aslinda, akisin kritik bir degeri vardir. Bu kritik deger
polimer sistemine gOre degisir. Esik degerden daha yiiksek veya daha disiik akis
hizlarinda diizgiin fiberler elde edilemez (Haider, 2015).

1.3.2.3.3.3. igne ucu ile toplayici arasindaki mesafenin etkisi

Metal ignenin ucu ile toplayic1 arasindaki mesafe, fiber morfolojisi tizerindeki
etkisinden dolayr kritik bir degerde tutulmalidir. Bu mesafe ayni zamanda polimer
sistemine gore de degismektedir (Haider, 2015). Bu nedenle, mesafenin degerini optimize
etmek gerekir. Ayrica, ¢ok kisa bir mesafe, kollektére ulasmadan once fiberlerin
katilasmasini Onleyebilir ve ¢cok uzun bir mesafe, fiberler iizerinde ayni anda boncuk
olusumuna neden olabilir.Diger yandan, bir ¢alisma, ignenin ucu ile toplama arasindaki
mesafenin fiber morfolojisi iizerinde bir etkisi olmadigini gostermistir (Zhang et al.,

2005).
1.3.2.3.3.4. Polimer konsantrasyonunun ve ¢dzeltinin viskozitesinin etkileri

Elektroegirme islemini etkileyen parametreler lizerine yapilan c¢alismalar, polimer
¢ozeltisinin konsantrasyonunun liflerin olusumundaki roliinii gostermistir. 2003 yilinda
Sukigara, ¢ozeltinin diisiik viskozitesi ile isaretlenmis diisiik bir konsantrasyonda,
incilerin olustugunu gdstermistir. Ancak, ¢dzeltinin konsantrasyonunu artirarak, incilerin
kayboldugu ve c¢aplar1 artan fiberlerle boncuksuz siirekli lifler elde edildigi goriilmiistiir
(Sukigara et al., 2003). Boylece, ¢ozeltinin konsantrasyonu ile fiberin ¢ap1 arasinda bir
iliski oldugu sdylenebilir.

Birgok polimer/¢oziici sisteminde, c¢ozeltinin konsantrasyonundaki veya
viskozitesindeki bir artig, boncuk kusurlarinin sayisindaki bir azalmaya ve elektrospun
fiberlerin ¢apindaki genel bir artisa eslik eder (Mckee et al. 2004). Aslinda, ¢6zeltinin
viskozitesi, polimer konsantrasyonundaki degisiklik ile kontrol edilir. Polimer
konsantrasyonunun ayni anda arttirilmasi, ¢ozeltinin viskozitesini arttirir. Soliisyonun
viskozitesi, polimer elyaflar1 egirirken fiber boyutu ve morfolojisinin en Onemli

belirleyicilerinden biridir. Elde edilen ¢ok diisiik viskoziteli liflerin siireksiz hale geldigi
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veya bazen liflerin olusmadig1 bulunmustur. Yiiksek viskozitede, polimer jetini ignenin
ucundan c¢ikarmak zordur (islemden Once ugta damlaciklarin kurumasi nedeniyle).

Bununla birlikte, viskozitedeki artis, birka¢ boncuk ve kavsak ile tek tip fiberler verir
(Golin, 2014).

1.3.2.3.3.5. Nem ve sicakhigin etkisi

Sicaklik fiber capt ve morfoloji iizerinde dolayli bir etkiye sahiptir. Sicaklik,
elektroegirme ¢ozeltisinin viskozitesini degistirir (Golin, 2014). De Vrieze'e gore sicaklik
ve viskozite arasinda ters bir iliski vardir. Polimer cozeltisinin viskozitesi, artan
sicaklikla azalir. Ek olarak, sicakliktaki artis ayn1 zamanda ¢oziicliniin buharlasma hizini
arttirir ve fiber morfolojisini degistirir (De Vrieze et al., 2009).

Bagil nem ayrica yiiklii jelin katilasma islemini kontrol ederek nano fiberlerin
capindaki degisikliklere neden olur. Esas olarak bagil nem, polimerin kimyasal yapisina
baglidir (Haider, 2015). Elektroegirme ile elde edilen fiberlerin morfolojisi lizerinde bagil

nem oldukga etkilidir (Nezarati, 2014).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Periferik sinir hasari, glinlimiiziin en 6nemli halk saglig1 sorunlarindan biridir.Bu
tip lezyonlarin tedavisi ile iliskili komplikasyonlar, o0zellikle sinir greftinin
uyumsuzluklari, diger daha etkili terapdtik metotlart gerektirir.Bu nedenle, bilimsel
aragtirmacilar, yarali dokular1 degistirmek veya onarmak i¢in malzeme bilimini, tibb1 ve
biyolojiyi birlestiren bir alan olan doku miihendisligini kullanir. Polimer biyomalzemeleri,
bu sekilde elektroegirme tekniginde, proteinler, biiylime faktorleri veya digerleri gibi
molekiiller ile emdirilerek nanofiber iiretiminde en ¢ok kullanilanlardir. Bu nanofiberlerde
ekim yapilan hiicreler, emdirilmis molekiillerin kontrollii salinimina izin verir (Danie
Kingsley, J. ve ark., 2013). Hasar gormiis hiicrelerin veya dokularin onarilmasina
yardimc1 olur.Rejeneratif tipta, Ozellikle noral doku miihendisliginde verimli bir
geligmedir.

Uebersax ve ark.(2007),liyofilizasyonla (20 veya 196 ° C'de dondurma), uygun
kaliplarda NGF ve SF'nin sulu ¢ozeltilerinden (% 20, kiitle/kiitle) hazirlanan NGF yiikli
ipek fibroinsinir kanallarini kullanmislardir. NGF'nin 4 haftalik deneysel bir siire boyunca
salimmasinin, PC12 hiicrelerinin ndritlerin biiylimesiyle farklilasmasina izin verdigini
gozlemislerdir.

Yu.,W. ve ark. (2011) gibi diger aragtirmacilar, in vitro ve in vivo olarak sinir
modeli olarak kullamlan bir kollajen/poli (e-kaprolakton) fiber iskele yapmuslardir. In
vitro olarak, bu kolajen/PCL nano lifleri, Schwann hiicrelerinin yapigmasini, uzamasini ve
cogalmasini destekledigi goriilmiistiir. Ek olarak, in vivo test ayrica tatmin edici sonuglar
vermistir. Clinkii bu gézenekli sinir kanallar1 yetigkin siganda 8 mm'lik bir siyatik sinirin
acilmasiyla sinir rejenerasyonunu basariyla desteklediginden sinir nakli ile bu kanallarin

implantasyonu benzer bir rol oynamistir (sekil 2.1).

Sekil 2.1.Yu.W ve ark. nin kullandig1 deneysel model
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Bini ve ark., (2004),10 mm'lik bir aralikta siyatik sinir modeli ile polimer bazli
biyobozunur polimerlerin  (L-laktid-ko-glikolid) nanofiberleri iizerinde ¢aligmalar
yiiriitmiiglerdir. Enflamatuar bir yanitin olmadigin1 ve implantasyondan bir ay sonra, on
bir rattan besinin sinir rejenerasyonunda basarili oldugunu fark etmislerdir.

Ghasemi-Mobarakeh (2008) tarafindan yapilan ve PCL/jelatin biyo-kompozit
nanofiberler iizerinde iki farkli 50:50 ve 70:30 oranina sahip bir bagka ¢aligmada PCL/
jelatin 70:30 nanofibréz yapi iskelelerinin bu biyo-kompozitinin farklilasma ve ¢ogalmay1
tyilestirdigini gostermistir. PCL'nin nano lifli yapr iskelelerine kiyasla sinirler ve
ndritlerin bliylimesini destekledigini belirtmistir.

Diger arastirmacilar, doku rejenerasyonu igin biyoaktif cam iskeleler kullanmislardir.

Marquardt ve Fiyat1 (2013) biyoaktif borat cam iskelelerini ve fibrin iskelelerini
gelistirmislerdir (sekil 2.2). Daha sonra, bu nanofiberlerdeki karisik ndéron kiiltiirleri,
gliyal hiicreler ve fibroblastlar, periferik sinir lezyonlarinin tedavisinde biyoaktif camlarin
oynadigi roliin bilinmesini miimkiin kilmistir. Bu testin ardindan, noronlarin hiicre
canlilik oraninin, tiim hiicre tiplerine kiyasla, kiiltiir protokoliiniin sonunda, camsiz
kiiltiire kiyasla artmis oldugunu bulmuslardir. Biyoaktif cam yap1 iskelelerinin, kontrol

fibrin yap1 iskelelerininkine benzer norit biiylimesini arttirdigi goriilmiistiir.

Sekil 2.2. Marquardt ve Fiyati’nin gelistirdikleri 13-93 B3 borat biyoaktif camin SEM gériintiileri.

Baska bir caligmada, Koudehi ve ark. (2013) periferik sinirlerin yenilenmesi i¢in

bir nano biyocam/jelatin kanal gelistirmislerdir (sekil 2.3). 20-50 nm ¢apinda biyoaktif
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cam tozu, in-vivo ve in-vitro deneyler igin kullanilmistir. In vitroda, miapaca-2 hiicre
hatlar1 lizerinde calisilan kanallarin sitotoksisitesinin degerlendirilmesi, nano biyocam/
jelatinin toksik olmadigmi gdstermistir. In vivo implant, hayvanlar tizerinde deneyler
yapilmistir. Yetigskin erkek Wistar sicanlari rastgele iki gruba ayrilmis: normal sinir grubu
ve nano biyocam/jelatin grubu. Test edilen nano biyocam /jelatin grubunun etkili sonuclar
verdigi goriilmistiir. Kanallar, belirgin noron olusumu veya ciddi kronik enflamatuar
reaksiyonlar veya kilcal damarlarda bol miktarda bulunan ince fibr6z bir doku tabakasi ile

¢evrelenmemistir.

Sekil 2.3. Koudehi ve ark'in elde ettikleri nanokompozit kanallarin SEM gériintiileri

Diger ¢alismada, Allo ve ark. (2010), kemik dokusunun potansiyel rejenerasyonu
icin biyolojik olarak pargalanabilir polimerlerin (PCL) ve biyoaktif camlarin (BC)
kombinasyonlarmma dayanan hibrit malzemeleri (PCL/BC) sol-jel yontemiyle basariyla
sentezlemislerdir (Sekil 2.4).Elde edilen fiberlerin kemik rejenerasyonu igin iskele olarak

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

n=100
Mean=0.32
Std.=0.1

BESEE MmO

0.16 0.24 0.32 0.40 0.48 0.56

Fiber gap1 (um) -

Sekil 2.4. (PCL/BC)H5050 hibrid igin elektro-egirilmis fiberlerin SEM goriintiisii ve fiber ¢apinin
dagiliminin grafigi (Allo, 2010).

Sadeghi ve ark.,(2018) jelatin ve ¢itosan ilavesiyle farkli tipte polikaprolakton

(PCL) nanofiberler iiretmislerdir. PC12 hiicrelerini kullanan in vitro ¢alismalar, ¢itosan
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veya jelatin ile karistirllmig fiberlerin hiicre baglanmasini destekledigini ve PCI12
hiicrelerinin proliferasyonunda 6nemli bir artig gosterdigini ortaya koymuslardir (Sekil

2.5).
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Sekil 2.5. PCL nanofiberlerde PC12 hiicreleri ile hiicre canlilig1 testinin sonuglari1 (Sadeghi ve ark., 2018).



27

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan kimyasal Maddeler

Poli (e-kaprolakton) (PCL, M = 80.000), Tetra etil ortosilikat (TEOS, % 98), trietil
fosfat (PET, >% 99,8), Siyanokobalamin (B12), Aseton ve Sinir biiyiime faktorii (NGF)
ticari olarak (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) alinmustir.

Tetrahidrofuran (THF) ve Dimetil formamid (DMF) VWR CHEMIKALS'den satin alind.
Magnezyum klorlr heksahidrat (MgCl,.6H,0), Hidroklorik asit (HCI), Dimetil siilfoksit
(DMSO) ve Etanol Merck'ten satin alindi. immiinosorbent tahlili icin insan B-NGF Kiti
(ELISA), Thermo Scientific'ten, Dulbecco'nun modifiye Eagle's Medium'u (DMEM),
FBS (Fetal Bovine Serum) ve Penisilin-streptomisin (PS) Gibco'dansatin alindi.

At Serumu (HS) (Biological Industries)’den ve Fosfattamponlusalin (PBS)

(Capricorn)’den satin alindu.

3.2. Polimer cozeltilerin hazirlanmasi

Polikaprolakton bazli nanofiberler i¢in polimer c¢ozeltileri, iki farkh
konsantrasyonda asagidaki sekilde hazirlandi:
Kiitlece % 10 PCL ¢ozeltisi: 4 g PCL, 40 mL ¢o6ziicii karisiminda (1:1 oraninda
Tetrahidrofuran ve N, N Dimetilformamid) c¢ozuldu. Kitlece % 12 PCL ¢ozeltisi: 4,8 ¢
PCL, 40 mL aym ¢oziicii karistminda ¢oziildii. Sollisyonlar 3 saat boyunca 35°C'de
manyetik karigtiric1 altinda bekletildi. PCL'nin tamamen ¢6ziinmesinden sonra, ¢ozeltiler
10 mL'lik cam siringalara kondu ve nanofiber eldesi igin elektroegirme cihazina

yerlestirilirdi.

3.3. Elektroegirme islemi

Elektroegirme teknigi, farkli kategoride nanofiberler sentezinine imkan saglar.
Kullandigimiz elektroegirme cihazi Nel0O Electrospinning Devices NanoSpinner marka
idi. Asagidaki elektroegirme tertibati bir aspirator, yiiksek voltajli dogru akim beslemesi,
yiksek hizli bir siringa pompasi ve bir plaka toplayicidan (aliiminyum kapli)
olusmaktadir. Fiber iiretimi icin 21G diiz uglu bir igne kullanilmistir. Islemler oda

sicakliginda gerceklestirilmistir.
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Elde edilen PCL ¢ozeltisi 10 mL lik enjeksiyona yerlestirilerekoptimizasyon
islemleri gerceklestirildi.

Sekil 3.1. Elektroegirme cihazi
(Ne 100 Electrospinning Devices NanoSpinner) Sekil 3.2. Plaka kollektorini kaplayan
aluminyum folyo zerine fiber toplama

3.4. Polikaprolakton nanofiberlerinelektroegirme parametresinin optimizasyonu

Nano fiberler icin en iyi elektroegirme kosullarini1 bulmak igin ilk 6nce parametrik

optimizasyon testleri yapildi ve tablo 3.1 de verildi.

Tablo 3.1. Optimizasyon testleri sirasinda gesitli nano fiberler iiretmek i¢in elektroegirme parametreleri

Islem parametreleri Degiskenler
10
PCL konsantrasyonu (kitlece %) 12
15 kv
Uygulanan voltaj 20 kv
10 cm
Egirme mesafesi 20cm
1mL/saat
Cozeltinin akist 2 mL/saat
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Elektroegirme

< \4
Coziici sistemi Degisen konsantrasyon

. ( ktlece %)
THF : DMF ve Aseton 10 ve 12 11

T

Optimizasyon

Coziicti orani

) >
Uygulanan voltaj T Egirme mesafesi Cozeltinin akigi
15kV ve 20 kV 10cm ve 20 cm 1 mL/saat
g ve
Nanofiberlerin 2 mL/saat
karakterizasyonu
\
FT-IR analiz : EDX (Enerji Dagilimh
TaramaliElektron ’ X-1 Spek Kobisi):
Mikroskopu (SEM): Fiberlerdeki spesifik -Isin1 Spektroskopisi):
Fiber morfolojisi fonksiyonel gruplarin Numune bilesimlerinin

tanudiias] element dagilimi

Sekil 3.3.Elektroegirme ve nanofiberlerin karakterizasyon semast.

3.5. Hibrit biyoaktif camlarin sentezi (PCL/BC)

Sol-jel yontemi, hibrid (PCL/BC) kompozit ¢dzeltisinden fiberlerin sentezlenmesi
icin kullanilmigtir.Sentezlenen biyoaktif cam, kiitlece % 70 PCL ve kitlece % 30 BC
(biyoaktif cam) iceren /PCL / BC) hibrid kompozittir (H7030).

Polimer cozeltisi, aseton iginde bir miktar PCL (kitlece % 5), 35°C'de 24 saat
manyetik karistirma altinda ¢oziilerek hazirlandi. PCL tamamen ¢o6ziildiikten sonra,
katalizor olarak, birka¢ damlader. HC1 ve ardindan TEOS (2.96 mL) ilave edildi.
Karigim asit hidrolizinin tamamlanmasi i¢in 30 dakika magnetik karistiricida karistirildu.
Daha sonra TEP (0.23 mL) ilave edildi ve karisimin hidrolizi 45 dakika siirdii. Daha sonra
0,22 g, 2,5 mL etanolde ¢6ziilerek hazirlanan MgCl, 6H,0 eklendi. Solusyon, hidroliz
reaksiyonun tamamlanmasi i¢in 1 saat 30 dakika boyunca 35°C'de manyetik karistiricida

birakilirdi. Hidrolizden sonra elde edilen homojen ¢ozelti, daha sonra 10 mL'lik bir cam
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siringaya aktarilir ve 1 saat boyunca nanofiberlerin sentezi i¢in elektroegirme cihazinda
elektroegirme islemi uygulanir.

B12 vitamini iceren hibrit kompozit (PCL/BC)-B12 (% 70 PCL, %30 BC iceren)
icin, Polikaprolakton/bioaktif cam sollisyonunun karisimi homojen hale getirildikten
sonra, 30 mg B12 vitamini (Cyanocobalamin) etanolde ¢6zilir ve sonra ¢ozeltiye eklenir.
Karisim daha sonra oda sicakliginda, ¢6zelti yari-viskoz hale gelinceye kadar manyetik
karistirict ile karistirildi. Karigim, 10 mL'lik bir cam siringaya aktarilir ve elektroegirme

metodu ile nanofiberler elde edilir.

3.6. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ile Nanofiber Analizi

Elde edilen fiberin morfolojisi taramal1 elektron mikroskobunda (SEM, Hitachi -
SU 1510) 15 kV'lik voltaj altinda gozlendi. Goriintilleme Oncesi, numuneler bir kesici
kullanilarak 3 mm x 5 mm'lik bir boyuta kesildi. Daha sonra kurutuldu ve bir piiskiirtme
cithazi1 (DENTOM VACUUM DESK V) kullanilarak 20 dakika boyunca 52 mA'de altinla
kaplandi. 100X ve 200X mesh numunelerindeki gorintuler, temsili morfolojileri
belirlemek icin analiz edildi. Fiber ¢ap1 6lgtimleri, Image J 6lgiim araci (NIH'den temin

edilebilen agik kaynakli yazilim) kullanilarak yapildi.

Sekil 3.4. Taramali elektron mikroskobu (SEM)



31

3.7. EDX spektroskopisi ile (Enerji Dagitic1 X-151m1 Spektroskopisi) fiber analizi

Iki 6rnegin, (PCL/BC) ve (PCL/BC)-B12, dagilimi ve kimyasal bilesimi SEM'e
bagl bir EDX dedektorii kullanarak (Hitachi - SU 1510) analiz edildi. Elektroegirme ile
elde edilen fiberlerden alinan numuneler, DENTOM VACUUM DESK V ile
puskdirtiilerek altinla kaplandi.

3.8. Sentezlenmis biyomalzemelerin FT-IR analizi

Sentezlenen nanofiberlerde bulunan spesifik fonksiyonel gruplar cm™¢oziiniirliige
sahip bir analizér (FT-IR) Fourier doniistimlii kizilotesi spektroskopisi FT-IR (Nicolet

1S5 Thermo Scientific) kullanilarak tanimlandi.
3.9. In vitro calismalar
3.9.1. PC12 hiicre kultaru

PC12 hiicreleri (ATCC CRL-1721), % 10 at serumu (HS), % 5 FBS (fetal bovine
serumu) ve % 1 antibiyotik ¢ozeltisi (10 U/mL penisilin ve 10 pg / mLstreptomisin)
iceren Dulbecco's Modifiye Eagle's Medium'da (DMEM)%5 CO, ve 37°C'de kdltire
edildi. Besiyeri iki glinde bir kez degistirildi. Hiicreler,deneyler i¢in gerekli yogunluga
ulasana kadar kiiltiirasyon islemi devam etti ve hiicre kaziyicist yardimi ile zayif tutunan
hiicreler pasajlandi. Hiicreler Thoma lam1 kullanilarak sayildi ve ti¢ farkli tipte nano fiber
tizerine ekildi. PC12 hiicrelerinin hiicre farklilasmasi deneyi i¢in 96 kuyucuklu bir plaka

icerisinde1x10 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi.

3.9.2. Kiiltiir kaba yiizeyinin Matrijel ile kaplanmasi

25 cm?lik hiicre kiltiirii (T25-flask) kabina, 43 pL Matrijel, 4 mL DMEM (1X) ile
karistirildi ve 37°C'de ve% 5 COj'de 1 saat slreyle inkiibe edildi. Daha sonra PC12
hiicreleri, matrigeli igceren kiiltiir kabina aktarildi. Hiicre kiimelerini ayirmak i¢in hiicre
stispansiyonu 22 G igneli 10 mL'lik bir enjektor kullanilarak 4 veya 5 kez pipetajlama
islemi gerceklestirildi.
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3.9.3. Nanofiberlerin L929 hiicreler tzerindeki hiicre canlhihg testi

Sentezlenen fiberlerin fibroblastik hicreler (L929) tzerindeki hiicre canlilig: testi,
MTT (tiazolil mavi tetrazolium bromir) ile degerlendirildi. Ilk olarak, fiberlerin normal
insan fibroblast hicreleri (L929) Uzerindeki etkisi degerlendirildi. Bu amagla, 1929
fibroblast htcreleri, %10 FBS iceren dulbecco's modifiye eagle's medium (DMEM)
besiyerinde (Gibco) 37°C ve%5 CO, iceren inkubatérde (ESCO) kultire edildi.
Hiicrelerin 24 kuyucuklu kiiltiir kabina tutunmamas i¢in tabanlar1 parafilm ile kaplandi.
Fiberler parafilm tizerinde kalacak sekilde yerlestirildi ve daha sonra 30 dakika boyunca
UV 1131 ile sterilize edildi. Parafilm-bagh fiberler iizerine 1x10° hiicre/lkuyucuk olacak
sekilde 1929 hiicreleri ekildi ve 72 saat boyunca kiiltiire edildi. Daha sonra, hicre kiltir
ortamina 50 pL MTT c¢ozeltisi ilave edildi ve 3 saat siireyle inkiibe edildi. Reaksiyonda
olusan koyu mavi formazan kristalleri 500 ul. DMSO i¢inde ¢6ziildii. Deney 3 giin
boyunca tekrar edildi. Her giin, ¢dzeltinin optik yogunlugu (OD), her numunenin hiicre
canliligin1 degerlendirmek i¢in bir absorbans plaka okuyucusu (Thermo Scientific

Multiskan Go) kullanilarak 540 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.
3.9.4. Nanofiberlerin PC12 hiicreler iizerindeki hiicre canlihig testi

Sentezlenen fiberlerin PC12 hiicreleri iizerinde canlilik ve proliferasyon etkilerini
belirlemek icin MTT (tiazolil mavi tetrazolium bromiir) deneyi gergeklestirildi. PC12
hiicreleri, % 10 FBS ve % 1 antibiyotik ¢ozeltisi ile (10 U/mL penisilin ve 10 pg/L
streptomisin) iceren Dulbecco's Modifiye Eagle's Medium'da (DMEM) 37°C ve %5 CO,
ortaminda kiiltiire edildi. Tiim nanofiber numuneleri ultraviyole ilesterilize edildi ve 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarina yerlestirildi. Daha sonra, fiberler matrijel ile kaplandi. Uzerine
2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde PC12 hiicreleri ekildi ve 72 saat boyunca kiiltiire

edildi. Siire sonunda MTT ajan1 kullanilarak canlilik oranlar1 belirlendi.
3.9.5. PC12 hiicre farkhilasmasi ¢calismasi
PC12 hiicreleri, NGF salimmin biyoaktivitesini {i¢ farkli nanofiberle (PCL

nanofiber ve B12 vitamin igeren ve icermeyen hibrit nanofiberler) degerlendirmek i¢in

kullanilmigtir. Hiicre farklilasmasimin gozlemlenmesi i¢in, fiber ve PCI12 hiicreleri,
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asagidaki sekilde olusturulan bir NGF (+) farklilasma ortaminda kiiltiire edildi: DMEM,
% 1 HS, % 1 antibiyotik ¢dzeltisi (10 U/mL penisilin ve 10ug/mL streptomisin). Ug farkli
konsantrasyonda NGF kullanilmistir: 25 ng/mL, 50 ng/mL ve 100 ng/mL. Kontrol olarak,
PCI12 hiicreleri fiber icermeyen ortamda kiiltiire alindi. Ayrica farklilasma agisindan
kontrol olarak, PC12 hiicreleri ve fiberler NGF icermeyen ortamda buyuttldu. PC12
hiicreleri (1x10* hiicre/kuyucuk) bir hafta boyunca 96 kuyucuklu kiiltiir kabi icerisinde
inkiibe edildi. Farklilasma besiyeri iki giinde bir degistirildi.

3.9.6. Sinir biiyiime faktoriiniin biyoaktivitesinin in vitro degerlendirilmesi

Salinan NGF'nin biyolojik aktivitesi, salinan NGF'yi iceren bir ortamda kiiltiire
edilen PC12 hiicrelerinin noral farklilasmasi ve norit uzantisi kapasiteleri degerlendirildi.
Hicre farklilastirma ¢alismasi igin PC12 hiicreleri tizerinde NGF-ELISA testi yapildi.
Farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 100 ng / mL) NGF ile muamele edilen PC12 hiicreleri
besinci giinde farklilagmistir. NGF'nin hiicre farklilagmasi tizerindeki etkisini dogrulamak
icin, PC12 hiicrelerinin kondisyional ortamlar1 kullanilarak NGF seviyeleri, insan beta-
NGF ELISA kiti (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen) kullanilarak belirlendi. ELISA
deneyinde, reaktifler ve standartlar kitte verilen talimatlara gore hazirlandi. Kuyucuga 100
pL standart ve numune konuldu ve plaka, oda sicakliginda 2,5 saat siireyle inkiibe edildi.
Kuyucuklar daha sonra dort kez yikama tamponu ile yikandi. Her bir kuyucuga 100 pL
biyotin etiketli bir antikor ilave edildi ve plaka, oda sicakliginda 1 saat siireyle inkiibe
edildi. Plaka daha sonra dort kez yikama tamponu ile yikandi. Her bir kuyucuga 100 uL
Streptavidin HRP (yaban turpu peroksidaz) reaktifi ilave edildi. Plaka oda sicakliginda 45
dakika daha inkiibe edildi ve daha sonra dort kez yikama tamponu ile yikandi. Her bir
kuyucuga 100 uL. TMB substrat (3.3 ', 5.5 '-tetrametilbenzidin) eklendi. Daha sonra plaka
30 dakika boyunca oda sicakliginda karanlikta birakildi. Son olarak her bir kuyucuga 50
pL durdurma ¢ozeltisi ilave edildi. Her bir kuyucugun 450 nm'sindeki optik yogunluk, bir
mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific Multiskan Go) kullanilarak 6l¢iildii. NGF miktar1

standart egriden yararlanilarak hesaplandi.

3.9.7. NGF'nin in vitro salinimi ¢calismasi

Sentezlenen ii¢ tip nanofiber i¢in NGF salinimi, 3 giinliik bir siire zarfinda in vitro

olarak belirlenmistir. Fiberler ilk olarak UV altindasterilize edildi ve her fiber, 96
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kuyucuklu bir plakada dort oyuga konuldu. Bu fiberlere 1 ng NGF ¢ozeltisi eklendi ve
gece boyunca kurumaya birakildi. Tam kuruduktan sonra, fiberlere 200 uL PBS ilave
edildi ve 37°C ve % 5 CO,'de 10 dakika, 1 saat, 1 giin ve 3 gn slreyle inkibe edildi. Bu
zaman araliklar1 boyunca oyuklardaki ¢ézelti tamamen toplandi. Toplanan her ¢ozelti -
20°C'de saklandi.Toplanan orneklerdeki NGF seviyeleri insan beta-NGF ELISA Kiti
(Thermo Fisher Scientific, Invitrogen) ile belirlendi.
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4.1. Fiber morfolojisinin optimizasyon parametreleri Uzerine etkisi
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Soliisyonun konsantrasyonu, voltaj, akis hizi ve mesafe (ignenin noktast ile

toplama plakas1 arasindaki mesafe) gibi dort parametre optimize edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Fiber morfolojisinin farkli parametrelere baghiligi

Parametreler Fiber morfolojisi
Konsantrasyon (kutlece %)
10 Diizgun olan fiberler
12 Diizgun olmayan fiberler
Uygulama voltaji
15 kV Tek tip olan, duizgiin fiberler
20 kV Duzglin olmayan fiberler
Mesafe
10 cm Duizglin olmayan fiberler
20 cm Duzgin olan fiberler
Cozelti akist
1 mL/saat Inci olusumlu fiberler
2 mL/saat Inci olusumu olmayan fiberler
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Optimize edilmis polikaprolakton nanofiber morfolojilerinin 200X SEM gorintiileri Sekil
4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4 de verilmektedir.

Sekil 4.1. Polikaprolakton fiberlerinin morfolojisi lizerine mesafenin etkisi
a)10 cm (duizguin olmayan fiberler); b) 20 cm (diizgin olan fiberler)

Sekil 4.2.Uygulanan voltajim polikaprolakton fiberlerinin morfolojisi Uzerine etkisi
a)15 kV (Tek tip olan, duzgun fiberler); b)20 kV (dlzgiin olmayan fiberler)

Sekil 4.3. Konsantrasyonun polikaprolakton fiberlerinin morfolojisi izerine etkisi
a) kiitlece % 10 PCL (Diizgin olan fiberler); b) kitlece % 12 PCL (Diizglin olmayan fiberler).



Sekil 4.4. Cozeltinin akisinin polikaprolakton fiberlerinin morfolojisi tizerine etkisi
a) 1 mL/saat (Inci olusumlu fiberler); b) 2 mL/saat (inci olusumu olmayan fiberler)
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Fiberlerin optimizasyonu, tetrahidrofuran/dimetilformamid (1:1) ¢o6ziicii karisiminda

polikaprolakton nano liflerin basarili bir sekilde sentezi i¢in uygun parametrelerin

se¢ilmesini miimkiin kilmstir.

Boylece, 15 kV'luk bir voltaj, 20 cm'lik bir mesafe ve 2 mL/saat'lik bir akis hiz1 ile

en iyi polikaprolakton fiberleri elde etmek miimkiin olmustur. Bu kosullar, B12 vitaminli

ve B12 vitamini igermeyen hibrit biyoaktif cam fiberlerinin sentezi i¢in de uygun oldgu

icin kullanilmistir.

4.2. Nanofiberlerin SEM ve EDX ile karakterizasyonu

4.2.1. Nanofiberlerin SEM ile karakterizasyonu

PCL Nanofiberlerin SEM goriintiisii ve nanofiberlerin ¢aplarinin dagilim grafigi

Sekil 4.5. de verilmektedir. Grafikten goriildiigli gibi ortalama fiber ¢ap1 0,73 + 0,32

pm'dir.

; 1.0 15
SOI5198.0cv 7.3nm x2 00k SE e TR (PCL) Fider gapi(pm)

20

Sekil 4.5. PCL nanofiberlerin 200X SEM goriintiisii ve nanofiberlerin ¢ap dagilim diyagrami
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PCL/BC nanaofiberlerin SEM goriintiisli ve nanofiberlerin ¢aplarinin dagilim grafigi
Sekil 4.6. da verilmektedir. Grafikten goriildiigli gibi ortalama fiber ¢ap1 0,76 + 0,52
pm'dir.

Mean =076
5 SD=052

02 04 06 08 10 12 14
(FCUBC) Fiver capapm)

Sekil.4.6. (PCL/BC) nanofiberlerin200X SEM goriintiisii ve fiber ¢ap dagilim diyagrami

(PCL/BC)-B12 nanaofiberlerin SEM goriintiisii ve nanofiberlerin ¢aplarmm dagilim
grafigi Sekil 4.7. de verilmektedir. Grafikten goriildiigii gibi ortalama fiber ¢ap1 0,61 *
0,51 pm'dir. Gorildigii gibi sentezlenen nanofiberlerin ortalama ¢aplari  birbirine

yakindir ve nano boyuttadir.

Mean = 0,610
SD =051
V \\
/
bz \J
| N
02 04 06 08 1.0 12 1

(PCL 1 BC)-B12 Fiber gap1 (pm)

Sekil. 4. 7. (PCL/BC)-B12 nanofiberlerin 200X SEM goriintiisii ve fiber ¢ap dagilim diyagrami
4.2.2. Sentezlenen nanofiberlerin EDX ile karakterizasyonu

PCL nanofiberler sadece C ve O atomlar igerdiginden EDX 6l¢iimlerine gerek
gorilmedi. PCL/BC hibrid biyoaktif cam nanofiberler i¢in tiim bilesimlerinin elementel
dagilimi1 EDX kullanilarak incelenmistir. Bu hibrit biyoaktif cam nanofiberlerin drnekleri
icin EDX analizinin sonuglart Sekil 4.8'de verilmistir. Biyoaktif camdan dolay1 eklenen

Si, P, Mg, Cl elementleri EDX spektrumunda goriilmektedir. Sekil 4.9 da ise (PCL/BC)-
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B12 nanofiberler icin EDX sonuglar1 verilmektedir. Hibrit nanofibere eklenen BI12

vitamininden kaynaklanan Co ve N elementleri de bu nanofiberde gérilmektedir.

Sekil. 4.8. Hibrit (PCL/BC) nanofiberlerin (A) SEM goriintusi, (B) EDX spektrumu ve Karbon (C),
Silisyum (D), Oksijen (E), Fosfor (F), Magnezyum (G) ve Klor (H) atomlart i¢in elementel haritalanmasi



Sekil. 4.9. Hibrit (PCL/BC)-B12 nanofiberlerin (A) SEM goéruntusu, (B) EDX spektrumu
ve nanofiberlerdeki Karbon (C), Silisyum (D), Oksijen (E), Klor (F), Magnezyum (G),
Fosfor (H), Kobalt () ve Azot (J) atomlarinin elementel haritalanmasi

40
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4.3. FT-IR analizi ile biyomalzemelerin karakterizasyonu

Sentezlenen nanofiberlerin IR spektrumlari Sekil 4.10 da verilmektedir. PCL
nanofiberler icin 2944 cm™ de gériilen pik asimetrik CH, gerilmesine, 2864 cm™ deki pik
simetrik CH; gerilmesine, 1721cm™ deki pik C=0O gerilmesine, 1292 cm™ deki pik C-O
ve C-C gerilmesine, 1237 cm™ deki pik —C-O-C- diizlem i¢i asimetrik egilmesine ve
1166cm™ deki pik duzlem ici simetrik —C-O-C- egilmesine karsihiktir (Ozsagiroglu,
2011). C=0 pikleri ve simetrik ve asimetrik CH, gerilmesi her ¢ nanofiberde de
goriilmektedir. PCL/BC nanofiberlerde biyoaktif camda bulunan silanol gruplariyla ilgili
hidrojen bagli O-H titresimleri 3434 cm™ de goriilmektedir. Silanol gruplari, TEOS un
tamamlanmamis polikondansasyonundan kaynaklanir (Allo ve ark., 2010). B12 vitaminli
nanofiberin FTIR spektrumunda 2248cm™ de gériilen pik CN gerilmesine, 1949 cm™ de

goriilen pik asimetrik N=C gerilmesine (Jones ve ark., 2012) karsiliktir.
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Sekil 4.10. Sentezlenen nanofiberlerin FT-IR spektrumlari.
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4.4. Uretilen nanofiberlerde 1929 hiicrelerinin hiicre canhlig: testinin sonucu

Deney sonuglarina gore, polikaprolakton fiberler (PCL-fiber) Uzerinde buyutilen
hiicrelerde, kontrolle karsilastirildiginda 48 saatte % 8,3 ve 72 saatte % 47,8 oraninda bir
artis tespit edildi.

Polikaprolakton biyoaktif cam hibrid kompozisyonunun (PCL/BC) nanofiberleri
icin hiicre canlilig1 sonuglari, kontrole kiyasla 48 saatte % 42,8, 72 saatte % 64,3 artis
gosterdi.

Ek olarak, B12 vitamini eklenmis polikaprolakton biyoaktif camimin (PCL/BC)-B12
hibrit bilesiminin nanofiberleri, L929 fibroblast hiicrelerinin hiicre ¢ogalmasini, kontrole
kiyasla 48 saatte % 40 ve 72 saatte % 70 arttirdi. Dolayisiyla iirettigimiz nanofiber
iskeleleri biyo-uyumludur, L929 fibroblast hiicrelerinin ¢ogalmasini tesvik eder.

L929 fibroblast hiicreleri iizerindeki hiicre canlilik testi (MTT) iiretilen
nanofiberlerin biyouyumlu ve toksik olmadigim1 gostermistir. Bu nedenle, bu fiberler

doku miihendisliginde terap6tik amaglar i¢in kullanilabilir.

MTT Deneyi
180
'op 160
= 140
g 120 m Kontrol
o 100 |
2 30 - W PCL-fiber
(& ]
. 60
'J:: w0 B (PCL/BC)-fiber
o
N 20 m (PCL/BC)-B12
0 fiber
24.5aat 48.Saat 72.5aat
Zaman

Sekil 4.11.Nanofiberlerde L929 hiicre ekiminden sonra MTT testi

Kiiltiirlenen L.929 hiicreleri metilen mavisi ile boyandir ve inverted mikroskop

altinda 10X gozlemlendi ( Sekil 4.12).



PCL-fiber PCL/BC-fiber (PCL/BC)- B12 fiber

Sekil 4.12. Nanofiberlerde kiiltiire edilen 1929 hiicrelerinin metilen mavisi ile boyandiktan sonra inverted
mikroskoptaki gortntleri.

4.5. Uretilen nanofiberlerde PC12 hiicrelerinin hiicre canlih@ testinin sonuclari

Uretilen G¢ nanaofiberler igin, PC12 hiicreleri (izerindeki hiicre canlilik testi
(MTT), biyouyumlu olduklarini ve toksik olmadiklarini gostermistir.

Bu nedenle, bu fiberler doku miihendisliginde terapdtik amaclar i¢in kullanilabilir
niteliktedir. Nanofiberlerde PC12 hiicre hatti ekiminden 3 giin sonraki MTT testi
sonuclarina gére; PCL-nanofiber i¢in hiicre canlilig1 % 30 artmis, PCL/BC nanofiber i¢in
PC12 hiicre canlilig1 testi, kontrole kiyasla % 40,1 oraninda artmistir ve B12 vitaminli

biyoaktif cam fiber (PCL/BC)-B12 i¢in kontrol grubuna goére % 22,6 artmustir.

MTT Deneyi
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Sekil 4.13.Nanofiberlerde PC12 hiicre ekiminden sonra MTT testi

PCL nanofiberlerde hiicre canlilik testi sonuglari, hiicre canliliginin sadece

fiberlerin sentezi sirasinda kullanilan ¢oziicliye veya PCL'ye ilave edilen maddelere



44

(biyoaktif cam ya da B12 vitamini) degil, ayn1 zamanda hiicre tipine de bagl oldugunu
gostermistir.

Calismamizda saf PCL nanofiberler i¢in, L929 hiicrelerinde PC12 hiicrelerinden
daha yiksek proliferasyon gozlemlendi. Ancak PCL/BC nanofiberler, PC12 hicrelerinde
L929  hicrelere gore daha yiksek proliferasyona neden oldu. (PCL/BC)-B12
nanofiberlerde ise L929 hucrelerinde PC12 hiicrelerine gore yiksek proliferasyona neden
oldugu gozlenmistir..

Sadeghi ve ark. (2018), PCL nanofiberler sentezlemek i¢in farkli ¢oziiciiler
kullanarak ve PCL'ye dogal iiriinler ekleyerek yaptiklar: ¢caligmada, iki hiicre hatt1 (L929
ve PCI12 hiicreleri) iizerinde hiicre canlilik testi yapmuslardir. Sentezledikleri saf PCL
(cozlcl olarak dimetil formamid) fiberlerin L929 hiicrelerinin PC12 hiicrelerine kiyasla
yiiksek proliferasyona yol actigin1 gostererek bizim sonuclarimiza benzer bir sonug
bulmuslardir.

Her durumda, saf PCL nanofiberler veya dogal ya da sentetik elementlere eklenen
PCL nanofiberler, bu iki hticre tipinin (L929 ve PC12 hiicreleri) ¢ogalmasi i¢in uygundur.
Kiiltiire edilen PC12 hiicrelerinin krital viyole ile boyandi ve inverted mikroskop

altinda 10X gozlemlendi (Sekil 4.14).

PCL-fiber PCL/BC fiber (PCL/BC)-B12 fiber

Sekil 4.14. Nanofiberlerde kiiltirlenen PC12 hiicrelerinin krital viyole ile boyandiktan sonra inverted
mikroskopta elde edilen goriintuler.
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4.6. Hiicre farklilasmasi sonuglari

Hiicre kiiltiiriine (25, 50, 100 ng/mL) farkli NGF konsantrasyonlar1 ilave
edildikten sonra PC12 hiicreleri, ndrit olusturan noral hiicrelere farklilagsmistir. (0, 25, 50
ve 100 ng/mL) NGF'nin PC12 hiicrelerinin morfolojisi lizerindeki etkileri besinci giinde
gozlendi (Sekil 4.15). Goriintiiler analiz edildi ve ndritlerin uzunlugu imageJ yazilimi ile
Olgiildii. Noritlerin uzamasi, artan NGF konsantrasyonu ile artmigtir. PC12 hiicrelerinin
100 ng/mL NGF ile muamele edilmesi en biiyiik norit uzunluguna neden olmustur (Sekil

4.16).
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 100 ng/mL) NGF, 5 giin ilave edildikten sonra PC12
hicrelerinin morfolojisinin etkisi. (A) kontrol grubu ; (B) 25 ng/mL NGF; (C) 50 ng/mL NGF
(D) 100 ng/mL NGF ile muamele edilmis hiicreler.
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Sekil 4.16. Hiicreler tarafindan gelistirilen noritlerin uzunlugunu gésteren diyagram

Ayrica hiicre kiiltiiriindeki NGF konsantrasyonu artisiyla hiicre basina norit
sayisinin arttigi gozlendi (Sekil 4.17). Boylece 100 ng/mL NGF'de hiicre basina yiliksek
sayida ndrit elde edildigi bulundu (Sekil 4.18).

Sekil 4.17. PC12 hiicrelerinin, hiicre bagina norit sayisini gosteren noral hiicrelere farklilagmasi.
Kontrol, (B) 25 ng/mL NGF: hiicre bagina 5 norit gézlendi, (C) 50 ng/mL NGF: hiicre basina 5 norit
gozlendi ve (D) 100 ng/mL NGF: hiicre bagina 7 norit gézlendi.
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Sekil 4.18. Hiicre bagina gelistirilen norit sayisini gésteren diyagram.

4.7. PC12 hucrelerinin NGF Uretim seviyeleri

Farklilasma siirecindeki PC12 hiicrelerinin iirettigi NGF diizeyi ELISA testi ile
saptandi. NGF c¢ozeltisi konsantrasyonunun arttirilmasinin, numunelerde salinan toplam
NGF hacminde bir artisa yol agtigi bulunmustur. Bu, norit sayist ve uzunlugu NGF
konsantrasyonu ile artan hicrelerin morfolojisinde buldugumuz sonuglarimizi
dogrulamaktadir (sekil4.19). NGF'nin kontrol grubu, hiicre yapigmasi i¢in kullanilan

matrijelin PC12 hiicrelerinin farklilasmasina destek verdigini gosterirr.

=

2 2,0

-]

Qo

— 15

=

fu

=

s 10

'S

2

= 0,5

2

2

:s 0,0 T T

0 25 50 100
Uygulanan NGF Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 4.19. NGF'nin ELISA testi ile teyit edilen PC12 hiicrelerinin farklilasmasi tizerindeki etkisi

Boylece, yiksek bir néral blyltme faktéri konsantrasyonu PC12 hcrelerinin
aksonal biliylimesini destekler. Sonuglarimiz, noritlerin sayisinin ve uzunlugunun, NGF
konsantrasyonu ile arttigin1 gosteren Coleman ve Wooten’in (1994) calismalarina

benzerdir.
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4.8. Elektroegirilmis fiberlerde NGF salinimi.

NGF emdirilmis (100 ng) fiberlerden salinan NGF konsantrasyonu ELISA testi ile
degerlendirildi. Sekil 4.20'da gosterildigi gibi; 5 dakika, 30 dakika, 16 saat ve 40 saat
inkiibasyonundan sonra NGF ilave edildigi nanofiberleri (PCL ve PCL/BC) neredeyse
esit NGF seviyelerinde ortaya cikt1 (1,5 ila 1,9 pg/mL arasinda). Ancak, 16 saat sonra
(PCL/BC)-B12 nanofiberler icin (3,9 pg/mL) NGF salinimi gozlendi ve 40 saat sonra
azald1 (Sekil 4.20). Bu, sentezlenen {i¢ fiber tipinin, sinir biiylime faktorii salinimina sahip
oldugunu ve 16 saat inkubasyondan sonra sinir biiyiime faktorii i¢in en iyi NGF salinim

araci olarak (PCL/BC)-B12 nanofiberler oldugunu gostermektedir.

NGF Salinimi
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Sekil 4.20. NGF'nin dretilen ti¢ nanofiberden (PCL nanofiber; (PCL/BC) nanofiber ve (PCL/BC) -B12
nanofiber) salinimu.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu tez calismasinda, periferik sinir rejenerasyonu igin nanofiber iskeleler
gelistirerek, doku rejenerasyonuna uygun olup olmadigini arastirdik. Elektroegirilmis
nanofiber iskeleler, noral hiicre baglanma, yayilma ve proliferasyonunu destekleme
Ozellikleri yuzunden noéral doku rejenerasyonunda gelecek vadeden malzemelerdir. Bu
iskeleler, hiicre dis1 matrikse benzer matriksler olusturabilirler. Sentetik polimerlerden
olan PCL, fizikokimyasal ve mekanik 6zellikleri, biyouyumlulugu ve toksik olmayisi
nedeniyle biyomedikal uygulamalar i¢in cazip bir polimerdir. Yaptigimiz 6n arastirmadan
sonra, periferik sinir hasari rejenerasyonu i¢in gelistirecegimiz nanofiber iskele
malzemesi olarak PCL yi sectik. Ayrica yaptigimiz arastirmalarda, sinir rejenerasyonu
icin Mg ve B12 vitamininin de etkili oldugunu fark edince, PCL nanofiber iskeleye Mg
iceren biyoaktif cam ve B12 vitamini de katarak ii¢ farkli nanofiber sentezledik. ilk
nanofiberimiz sadece PCL igeriyordu. Bu nanofiberler i¢in optimum elektroegirme
parametrelerini belirledik: ¢ozlctye gore kitlece % 10 konsantrasyon, 15 kV voltaj, 20
cm plaka mesafesi ve 2 mL/saat lik ¢ozelti akis hizi. ikinci nanofiber tiiriimiiz, PCL/BC
olarak kisalttigimiz, % 70 PCL ve % 30 biyoaktif camdan ( TEOS, TEP ve MgCl; iceren)
sol-jel yontemiyle elde ettigimiz hidrit nanofiberlerdir. Son olarak da, ikinci hibrit
nanofibere, B12 vitamini ekleyerek ayni1 yontemle iiciincii fiber tiiriimiiz olan (PCL/BC)-
B12’yi elde ettik. Her {i¢ fiber tiiriinde de, elektroegirme i¢in optimum parametreler, PCL
icin buldugumuz parametrelerle Ortiistiigiinden aynen kullamilmistir. Ayrica, bu
parametrelerle ii¢ farkli nanofiberin de yaklasik ayni ¢apta elde edilmesi miimkiin
olmustur.

Elde edilen nanofiberlerin karakterizasyonu SEM, EDX ve FTIR analizleri ile
yapilmigtir. SEM goriintiileri, en iyi fiberlerin secilmesini ve nanofiber caplarinin
belirlenmesini saglamistir. PCL nanofiberler i¢in ortalama fiber ¢ap1 0,73 + 0,32 um,
hibrit PCL/BC nanofiberler icin 0,76 + 0,52 um ve B12 vitamini igeren hibrit (PCL/BC)-
B12 nanofiberler i¢in ortalama fiber ¢ap1 0,61 £ 0,51um' dir. EDX elementel analizleriyle,
hibrit fiberlerin tum elementlerinin homojen olarak yapiya dagildigi, PCL/BC
nanofiberler i¢in C, O, P, Si, Mg, Cl elementlerinin varlig1 ve (PCL/BC)-B12 nanofiberler

icin, bu elementlere ilaveten B12 vitamininden kaynaklanan Co ve N elementlerinin
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varligt dogrulanmistir. FTIR analizi sonuglarindan fonksiyonel gruplar tanimlanmistir.
PCL ile biyoaktif camin silanol gruplariyla olusan hidrojen baglariyla baglandig
ispatlanmustir.

Sentezler tamamlandiktan sonra, hiicre calismalarina baslandi. PC12 hiicreler
ve L929 fibroblastik hiicreler iizerinde gergeklestirilen hiicre canlilik testleri, bu fiberlerin
toksik olmadigini ve hiicre proliferasyonunu sagladigini gostermistir. MTT testinde, L.929
hiicreleri igin, 72 saat sonunda en yiiksek hiicre canliligi (PCL/BC)-B12 nanofiberlerde
gozlendi. PC-12 hiicreleriyle yapilan MTT testlerinin sonucunda ise en yiiksek
proliferasyon, PCL/BC nanofiberlerde gozlenmistir. Daha sonra, sinir biiylime faktorii
(NGF) tarafindan indiiklenen PC12 hiicrelerinin hiicresel farklilagsmasi, bu hiicrelerin
morfolojik modifikasyonu ile belirlendi. Nanofiberlerde kilttre edilen PC12 hiicrelerinin
kristal viyole ile boyandiktan sonra inverted mikroskoptaki goriintiileri analiz edildi ve
ndritlerin uzunlugu imagelJ yazilimi ile Ol¢lildi.  Noritlerin uzamasi, artan NGF
konsantrasyonu ile artmistir. PC12 hiicrelerinin 100 ng/mL NGF ile muamele edilmesi en
bliyiik nérit uzunluguna neden olmustur. PCI12 hiicreleri {zerindeki NGF'nin
biyoaktivitesi, ELISA testi ile de dogrulandi.

Uretilen her ug fiber de, NGF'nin fiberlere enjeksiyonundan sonraki ilk bes dakika
icinde sinir biiyliime faktorii salinimi kapasitesine sahiptir. 16 saat sonra en yiiksek hiicre
salinimi  (PCL/BC)-B12 nanofiberlerde goriilmiistiir. Uretilen nanofiberlerin toksik
olmamasi, hiicre proliferasyonuna destekleri ve sinir biiylime faktorii salinimi yetenekleri,
bu nanofiberlerin periferik sinir lezyonlarinin rejenerasyonunda doku iskelesi olarak

onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

5.2. Oneriler

PC12 hicreleri néronal ozellikleri ifade eder ve bu nedenle sinir sistemini
incelemek icin faydali model sistemleridir. PCL nanofiberleri 1970'lerden beri siklikla
kemik rejenerasyonu i¢in kullanildi. Son yillarda noéral hiicrelerin yenilenmesi
konusundaki PCL fiber uygulamalar1 gittikce onem kazanmaktadir. PCL nanofiberler
yaninda PCL’ye ilave ettigimiz B12 vitamini iceren ve icermeyen hibrit biyoaktif cam
nanofiberlerle ilgili sonu¢larimiz, bu kompozitlerin de hasarli sinirin rejenere edilmesine

yardimci olan yeni bir klinik ara¢ olabilecegini gostermektedir.



o1

In vitro ¢alismamizda, hiicre yapigmasi icin kullandigimiz matrijel, ayrica PC12
hiicrelerinin farklilagmasina katkida bulundu. Bu nedenle farklilagmay: indiiklemek icin
kolajen yerine kullanilabilir.

Bu ¢alismada, sadece farkli kompozisyonlardaki nanofiberlerin, uygun noéral doku
iskelesi gelisimine etkisini arastirdik. Kullanilan kompozisyon miktarinin etkilerini
calismadik. Ileri arastirmalarda calisilabilir. Ayrica, calismalarimizi in vitro olarak

gerceklestirdik. In vivo calismalar da gergeklestirilebilir.
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